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研究成果の概要（和文）：糖非発酵性周病原性細菌はそのエネルギーや炭素源のすべて外来のタンパク質より得る。タ
ンパク質は最終的にエキソペプチダーゼによってジペプチドやトリペプチドとなり菌体内に取り込まれる。2001年まで
にこの担当酵素としてジペプチジルペプチダーゼ（DPP）4、DPP7、プロリルトリペプチジルペプチダーゼAが知られて
いたが、私たちは2011年に、全く新規の酸性アミノ酸特異的DPP（DPP11と命名）を発見した。本研究ではさらに基質特
異性の異なるDPP5 とアシルペプチジルオリゴペプチダーゼが発現していることを見いだし、歯周病原性細菌が細胞外
タンパク質をほぼ完全に分解して利用できることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：An asaccharolytic bacterium Porphyromonas gingivalis utilizes extracellular 
proteins as carbon sources. Since proteins are incorporated into bacterial cell mainly as di- and 
tri-peptides, exopeptidases including two dipeptidyl peptidases (DPPs) and one propyl tripeptidyl 
peptidase A (PtpA) are viewed as prerequisite for the metabolism. In 2011, we discovered novel DPP, 
designated DPP11, which indicated that this process is further mediated by yet-unkown exopeptidases. In 
this study, we identified that DPP5 and acylpeptidyl oligopeptidase (AOP) are expressed in P. gingivalis. 
DPP5 possessed hydrophobic P1 specificity similar to DPP7, but the two DPPs shared the substrates through 
the difference in the P2-position specificity. AOP is a novel and unique peptidase, because it is able to 
release N-terminally blocked oligopeptides unable to be managed by DPPs and PtpA. A line up of various 
exopeptidases shoulb be beneficial for the survival the nutritionally-limited subgingival environment.

研究分野： 口腔生化学
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１．研究開始当初の背景 
 
 歯 周 病 原 性 細 菌 Porphyromonas 
gingivalis のプロテーアゼについては強力で
種特異的なシステインエンドペプチダーゼ
であるジンジパインの研究が先行しており、
強力な歯周病因子であることが判明してい
る。一方、細胞外ペプチドの最終分解過程を
司るエキソペプチダーゼに関する研究は遅
れていた。そんな状況でも 2001 年までには
ジペプチジルペプチダーゼ（DPP）4、DPP7、
プロリルペプチダーゼ A(PtpA)の 3 種類が存
在することが明らかとなっていた。その結果
ProがN末より２番目と 3番目にあるペプチ
ドの場合は DPP4 と PtpA がそれぞれジペプ
チドとトリペプチドを、それ以外はすべて
DPP7 がジペプチドを遊離すると漠然と捉え
られてきた。しかしながら DPP7 はその P1
位置（N 末より２番目）に疎水性アミノ酸を
好むのだが、その DPP7 が Pro 以外の全ての
ペプチドを実際に分解できるかどうかは議
論されてこなかった。 

2000 年、2001 年の Takahashi らの代謝研
究や 2009 年のバイオインフォマティックス
研究によって本菌の細胞内アミノ酸代謝に
Ser、Asp、Glu が中心的な役割を果たしてい
ると報告されているが、これらのアミノ酸や
アミノ酸を含むペプチドを積極的に取り込
む機構については不明だった。 
私たちは 2011 年偶然に、従来いかなる生

物種でも報告されていない酸性アミノ酸特
異的な新規 DPP（DPP11 と命名）を P. 
gingivalis と そ の 類 縁 菌 で あ る
Porphyromonas endodontalis において発見
し、この謎の一端を明らかにすることができ
た（Ohara-Nemoto, JBC, 2011）。 
この結果から、私たちはさらに歯周病原性

細菌にはまだ未知の DPP やエキソペプチダ
ーゼが発現しており、より多く、あるいは全
ての種類の配列のペプチドを分解吸収する
ことによって、歯肉縁下の限られた栄養条件
での生存を可能にしているのではないかと
推定するに至った。 
 
２．研究の目的 
 
 従来の 4種類のエキソペプチダーゼの基質
特異性では分解できないペプチド結合を念
頭に置いて、それらを分解できる未知のエキ
ソペプチダーゼを歯周病原性細菌において
同定する。これら結果を含めて P. gingivalis
が細胞外ペプチドを取り込む仕組みを明ら
かにする。 
 
３．研究の方法 
 
  P. gingivalis と P. endodontalis の ゲノム
情報を元に PCR により、各種 DPP 様配列を
有する遺伝子を増幅し、大腸菌発現ベクター
に組み込んだ。発現分子を精製した後、その

基質特異性と酵素活性を各種蛍光基質を用いて決定し
た。リコンビナント分子に対するポリクローナル抗体
を作成して歯周病原生細菌におけるタンパク質発現量
や菌体内分布を免疫化学的方法により、mRNA につい
ては RT-PCR によって定量した。また菌の成長などに
よる影響を測定するために、発見したエキソペプチダ
ーゼの単独あるいは多重遺伝子破壊株を作成して、そ
の成長速度を比較した。 
   
４．研究成果 
 
4.1．細菌 DPP5 の発見 

 
P. gingivalis では従来、DPP4、DPP7、DPP11 および

PtpA の発現が知られていた。そこで 3DPP すべての
遺伝子破壊株を作成した所、疎水性アミノ酸特異的
な DPP7 に類似したジペプチド産生活性が残存した。
ゲノム情報より DPP 様構造を有する 3種類の遺伝子
を大腸菌で発現したところ、PGN_0756 がこの残存活
性に類似した DPP 活性を示した。その後の検討の結
果、この酵素は従来コウジ菌などの真核生物真菌類
にのみ分布するとされてきた DPP5 オルソログであ
ると判明した。この発見により DPP5 は真核生物だけ
ではなく細菌や古細菌にも広く分布することが判明
した。DPP5 と DPP7 は P1 位置の基質特異性が疎水性
アミノ酸を好む点が一致していたが、実は P2 位置に
特異性の違いがあり、その結果として両者で基質特
異性を広げて対応できる基質を増やしていた。 
 
4.2．アシルペプチジルオリゴペプチダーゼの発見 
 
さらにDPP5遺伝子も破壊した4重破壊株を作成し

たところ、Met-Leu-MCA 分解活性が新たに誘導され
ることが示された。しかし同時にトリペプチジル
-MCA基質も分解されることからこの活性はDPPによ
るものではないことが示唆された。可能性のある遺
伝子を発現して検討した結果、新規の疎水性アミノ
酸を好むオリゴペプチダーゼを見いだした。この分
子はジペプチドだけでなくトリペプチドもよく遊離
し、さらに興味深いことに、N 末がブロックされた
ペプチドを非常に効率よく分解した。本酵素は従来
知られていなかった酵素であるためアシルペプチジ
ルオリゴペプチダ-ゼ(AOP)と命名した。歯周病原性
細菌が主に利用すると考えられる血清タンパク質の
多くは N末修飾を受けていることを考慮すると本酵
素の存在は DPP が利用できる N末脱修飾ペプチドを
産生する上で重要だと考えられる。 
 

4.3. その他の成果 
 
さらに P. gingivalis と P．endodontalis とのエ

キソペプチダーゼ活性や分子の比較（特に DPP5）に
よって、共に同じオルソログ分子を有するもののそ
の酵素活性が大きく異なり、その結果菌体レベルで
も活性に大きな差が生じることがあることがわかっ
た。 
DPP5、DPP11 単独の遺伝子破壊株は成長が遅延す

るためにそれぞれが成長にある程度の寄与があるこ
とが判明した。 
本研究で明らかとなった新規エキソペプチダーゼ
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の 細 胞 内 分 布 を 考 慮 に 入 れ て 、 P. 
gingivalis のペプチド-アミノ酸代謝過程
を末尾（Figure 1）に示した。外部環境に
存在するポリペプチドは、最初に外膜や細
胞外に存在するジンジパインによって塩基
性アミノ酸依存性にオリゴペプチドに変換
される。一方、各種エキソペプチダーゼは、
外膜と内膜間のいわゆるペリプラズム領域
に可溶性分子として存在していたが、この
分布はジンジパインが生産したオリゴペプ
チドを速やかに利用することができ、かつ、
エキソペプチダーゼが産生したジペプチド
やトリペプチドが、オリゴペプチドトラン
スポーターによってやはり速やかに内膜内
に取り込まれるのに適した配置なのだろう。 
 
4. 結論 
 
歯周病原性細菌は従来考えられていたよ

りも、多数の特異性の異なるエキソペプチ
ダーゼがペリプラズムに発現しており、そ
の結果として外来性のポリペプチドを余す
ところなく利用することが明らかとなった。 
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