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研究成果の概要（和文）：Porphyromonas gingivalisにおける CTD含有タンパク質は、CTD依存性

に Por secretion system により菌体表面に輸送され、その過程またはその後に CTD がプロセッシ

ングされ、A-LPSと結合することを見出した。さらに、LPS生合成に関与する Wzz, Wzx, WbaPタン

パク質を同定した。 

 
研究成果の概要（英文）：We found that CTD proteins in Porphyromonas gingivalis  are 
secreted onto the cell surface via the Por secretion system and the CTD region are 
processed when the proteins are bound to A-LPS.  In addition, we identified the Wzz, Wzx, 
and WbaP proteins that are involved in the LPS biosynthesis in P. gingivalis. 
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１． 研究開始当初の背景 
(1) Porphyromonas gingivalisは、歯周病に

関与する最重要細菌として知られている。   

豪州メルボルン大学の Reynoldsグループは本菌の主

要病原因子であるGingipain（RgpA, RgpBおよびKgp）

を含めた多数の外膜タンパク質のC末端側には高度に

保存されたC-terminal domain（CTD）を有しているこ

とを報告している（Seers et al. 2006）。さらに、ポ

ーランドのPotempaグループはRgpBタンパク質にお

いてCTD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 et al. 2007）ことから、CTD含有タンパク

質は一つのオーセンティックな輸送機構で輸送され

ると推測されていた。 

(2) CTD含有タンパク質の輸送機構の解析としては、

既に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Western解析すると、高

分子にスメアバンドが検出される（Nguyen et al. 

2007）。現在、そのスメアバンドは、RgpBタンパク質

に糖鎖修飾が起きているものと考えられている

（Rangarajan et al. 2005）。また、CTDを欠失すると

RgpB のスメアバンドは認められなくなることから、

CTD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

が示唆されていた。 
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(3) 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、その一つであるMAb 1B5は菌

体表面上にある Anionic Polysaccharide 中の

Phosphorylated branched mannanを認識することを報

告している（Paramonov et al. 2005）。その後、同グ

ループは、Anionic Polysaccharideの末端にLipid A

が結合していることを見出し、conventionalなO-LPS

とは異なる A-LPSがあると報告している(Rangarajan 

et al. 2008)。 

(4) 我々 はCTD含有タンパク質の輸送に関わる11個

のタンパク質よりなる新規の外膜タンパク質分泌装

置(Por secretion system:PorSS)を報告した（Sato et 

al. 2010）。 

(5) 研究代表者は、CTD含有タンパク質の一つである

ヘミン結合性外膜タンパク質(HBP35)の解析を行って

いた。HBP35はfull length型の翻訳産物とtruncated

型の翻訳産物が産生される。truncated型は細胞質内

に局在するのに対し、full length型はSec依存性で

内膜を通過後、最終的に外膜に局在し、Western解析

ではRgpB同様スメアバンドを形成した（Shoji et al. 

2010）。 

(6) LPSにおけるO抗原の生合成に関わる分子として、

Wzy と WaaL が同定されている（Rangarajan et al. 

2008; Paramonov et al. 2009 ）。しかしながら、そ

れ以外の分子については、不明である。 

 
２．研究の目的 

（1）本菌の HBP35タンパク質を通して、その輸送機

構と菌体表面局在化機構を明らかにする。 

（2）CTD 含有タンパク質のアクセプターである LPS

の生合成機構を明らかにする。 

 
３．研究の方法 

（1） HBP35タンパク質の解析 

① PorSS関連変異株とA-LPS関連変異株を用いて、

Western解析を行い、HBP35タンパク質のスメアバン

ドの形成が見られるか否かを明らかにする。 

② HBP35タンパク質の菌体表面局在の有無をドット

ブロット解析ならびに免疫電顕にて確認する。 

③ HBP35タンパク質のC末端領域について、その輸

送に必要な最小領域を同定する。 

④ C末端領域における高度に保存されたアミノ酸を

アラニン置換した場合、スメアバンドに影響が起きる

か否かを検討する。 

⑤ HBP35タンパク質のスメアバンドを切り出し、ト

リプシン消化によるペプチドマッピングを行う。また、 

CTDに対するマウスペプチド抗体を作製し、HBP35タ

ンパク質をウサギポリクローナル抗体で免疫沈降し

た場合、ペプチド抗体はスメアバンドを認識するか否

かを検討する。 

(2)  LPSの生合成機構の解析 

① トランスポゾン変異導入法により、血液寒天培地

上で、黒色色素形成減弱株の分離を試みる。 

② O抗原生合成に関与する他菌で報告されている既

知の遺伝子より、相同性のある遺伝子を絞り込み、そ

れらの遺伝子の変異株作製を行い、LPSに対するモノ

クローナル抗体に対する検出およびHBP35やRgpタン

パク質について、Western解析を行いスメアバンドの

有無を確認する。 

 
４．研究成果 

(1) HBP35タンパク質の解析 

① PorSS 関連変異株ならびに A-LPS 欠損変

異株において、HBP35 タンパク質のスメアバ

ンドが認められなかったことから、HBP35 タ

ンパク質は PorSS依存性に菌体表面に輸送さ

れ、A-LPS に結合していることが示唆された。 

② HBP35タンパク質は、PorSS 依存性に菌体表面

に局在することをドットブロット解析ならびに免疫

電顕にて確認した。 

③ CTD 領域の最小領域を明らかにする目的

で、GFP 融合蛋白質による C 末端側輸送シグ

ナルの最小領域を同定する系を確立した。そ

の結果、C 末端側 22 アミノ酸が最小領域であ

ることを見出した。さらに、HBP35 以外の 4

つのCTD含有タンパク質由来のGFP-CTD融合蛋

白質を作製し試したところ、それらは PorSSに



 

 

よって菌体表面に輸送され、A-LPS に結合する

ことを見出した。 

④ C末端領域における高度に保存された7つのアミ

ノ酸をアラニン置換した場合においても、スメアバン

ドに変化は起きなかった。 

⑤ HBP35 タンパク質の SDS-PAGE 上でのスメア

バンド（A-LPS bound form）をトリプシン消化

によるペプチドマッピング解析を行った結果、

CTD 領域は検出されなかった。また、CTD 領域

に対するペプチド抗体は HBP35 タンパク質のス

メアバンドを認識しなかった。以上の結果から、

HBP35タンパク質をはじめとする CTD含有タンパ

ク質は、CTD 依存性に PorSS により菌体表面に

輸送され、その過程またはその後に CTDがプロ

セッシングされ、A-LPS と結合するというモデ

ルを提唱した (Shoji et al. 2011)。 

 

(2)  LPSの生合成機構の解析 

① トランスポゾン変異導入法により、血液寒天培地

上で、黒色色素形成減弱株を分離した。トランスポ

ゾンは、機能未知である PGN_2005遺伝子の

内部に挿入されていた。Western解析により、

PGN_2005 変異株では、HBP35 や Rgpタンパク

質のスメアバンドが検出されなかった。また、

O-LPS 及び A-LPSに対するモノクローナル抗

体は、PGN_2005変異株において、野生株に比

べ低分子産物を認識した。さらに、LPS を精

製したところ、PGN_2005変異株では野生株に

比べ、O抗原の長さが著明に減少していた。

一方、PGN_2005タンパク質について、二次構

造を予測したところ、二つの膜貫通領域を認

めた。これらの結果から、PGN_2005タンパク

質は内膜に存在する O 抗原 chain length 

regulator(Wzz)であると予想された。 

 PGN_2005タンパク質の局在を明らかにす

る為にその特異抗体を作製した結果、

PGN_2005 タンパク質は内膜に存在すること

を確認した。 

 PGN_2005タンパク質が Wzz活性を示すか否

かを明らかにする為に、大腸菌の wzz変異株

を用いて、PGN_2005 タンパク質を発現したと

ころ、野生株と同程度の O抗原の長さになっ

たことから、PGN_2005タンパク質は Wzzタン

パク質の機能的ホモログであると示唆され

た。 

 PGN_2005タンパク質は、これまでの Wzz タ

ンパク質に比べ、C 末端側が著明に長く、そ

のホモログは、Porphyromonas 

asaccharolytica, Porphyromonas 

endodontalis, Porphyromonas uenosis とい

った Porphyromonas 属にのみ存在している

ことから、PGN_2005タンパク質を WzzP と命

名した。 

② 次に、相同性解析から、O 抗原フリッパー

ゼ（PGN_1033）、O抗原 initial 

glycosyltransferase である WbaP(PGN_1896, 

PGN_1233)について、それらの遺伝子変異株

を作製し、Western 解析により、それらの遺

伝子産物は LPSの生合成に関与することを明

らかにした（Shoji et al. 2013）。 
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