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研究成果の概要（和文）： 歯周病細菌として知られるPorphyromonas gingivalisは、約30個のC末端に共通したアミノ
酸領域（C-terminal domain）をもつものがありCTD含有タンパク質と呼ばれている。我々は、CTD含有タンパク質が9型
分泌機構により菌体表面へ分泌されること、および分泌されたCTD含有タンパク質のいくつかは菌体表面のA-LPSによっ
てアンカーされるという事を報告している。しかしながら、A-LPSの生合成については不明な点が多い。
 本研究において、A-LPSの生合成に関わる分子として、WzzP, Wzx, WbaP, PGN_0002の4つを新たに見出した。

研究成果の概要（英文）：　The periodontal pathogen Porphyromonas gingivalis has approximately 30 proteins 
(called CTD proteins) that contain a conserved C-terminal domain. We have reported that CTD proteins are 
secreted onto the cell surface via the Type IX secretion system, and some of CTD proteins are anchored on 
the cell surface by binding to A-LPS. However, the mechanism of A-LPS biosynthesis remains to be 
determined.
 In this study, we found that WzzP, Wzx, WbaP, PGN_0002 are involved in the A-LPS biosynthesis.

研究分野：口腔病原微生物学
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１．研究開始当初の背景 
歯周病細菌として知られる Porphyromonas 

gingivalisは、血液寒天培地上で黒色集落を形

成する。この黒色集落形成の基本的なメカ二

ズムは、ジンジパイン群の一つである KGP

がヘモグロビンを分解し、遊離されたヘムが

菌体表面に蓄積することによるものと考え

られている。 

我々は、トランスポゾン変異法により黒色

集落形成に関与する遺伝子として、porRおよ

び porT遺伝子を報告している。porR遺伝子

産物はアミノトランスフェラーゼを持つと

予想されており、Anionic lipopolysaccharide 

(A-LPS)の生合成に関与する。一方、porT遺

伝子産物は、ジンジパイン群を分泌する装置

（9型分泌機構）に関与する。つまり、本菌

にはジンジパイン群にも存在するようなC末

端ドメイン（CTD）を有するタンパク質群が

あり、それらは 9型分泌機構にて菌体表面に

分泌される。分泌された CTD含有タンパク

質は A-LPSに結合することで菌体表面に局

在化すると考えられている。 

ところで、本菌は A-LPSと O-LPS という

O抗原の組成が異なる 2種類の LPSを持つと

報告されている。前述にあるように、A-LPS

は 9型分泌機構にて分泌される病原タンパク

質を菌体表面にアンカーする役割を持つと

考えられており、その生合成機構の解明は重

要である。しかしながら、その生合成機構に

は不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
(1) P. gingivalisの A-LPSの生合成機構を明

らかにする。 

(2) 従来知られていた黒色集落形成減弱株

である HG66株は A-LPSが欠損している。そ

の原因を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1)-①トランスポゾン変異法を用いて黒色集

落形成減弱株を分離し、トランスポゾンが挿

入されている遺伝子を同定する。 

(1)-② 他菌の先行研究により明らかにされ

ている LPS合成遺伝子に相同な遺伝子につ

いて変異株作製を試み、A-LPSおよび O-LPS

の有無を特異抗体により調べる。 

(2) HG66株が何故、黒色集落形成減弱を示

すかを明らかにする為に、既知の A-LPS生合

成関連遺伝子を導入することにより相補さ

れるか否かを調べる。 
 
４．研究成果 
(1)-① トランスポゾン変異法により、P. 

gingivalisの黒色集落形成減弱株を分離した。

その挿入部位はPGN_2005遺伝子のORF内部

であった。PGN_2005タンパク質の二次構造

予測および PGN_2005変異株の表現型として

A-LPS, O-LPSともに O抗原鎖が短くなるこ

とから、PGN_2005タンパク質は LPS生合成

機構に関わる O抗原鎖調節因子(Wzz)と推測

された。これまでに知られている他の細菌の

Wzzは、内膜にて二回膜貫通型の構造を持つ

ことが知られている。O抗原鎖を適切な長さ

に規定している機構は、ぺリプラスム空間に

ある領域が O抗原鎖を保持するのに重要な

ことが明らかとなっており、それ故に C末端

側は短いことが知られている。一方、

Porphyromonas属の PGN_2005タンパク質ホ

モログは additionalにおよそ160アミノ酸のC

末端側を持っていることが特徴的であり、故

にWzzPと命名した。PGN_2005タンパク質

は内膜に存在すること、さらに、大腸菌の wzz

変異株にプラスミド性で PGN_2005遺伝子を

発現すると O抗原鎖の長さが相補されるこ

とを確認した(Shoji et al. 2013)。 

 

 (1)-② 次に、LPS合成に関して O抗原リガ

ーゼ（WaaL：PGN_1302）や O抗原ポリメラ

ーゼ（Wzy：PGN_1242）については明らかに

なっていたもののO抗原フリッパーゼ（Wzx）

については明らかになっていなかった。O抗

原フリッパーゼについては、porR遺伝子の下



流にある PorSがその候補としてあげられ、大

腸菌を用いた相補系で機能分子であること

が既に報告されている。porS変異株は A-LPS

の反応産物が野生株に比べて減少している

ものの Smooth型の LPSを持つことより、そ

れ以外の分子があると推測された。そこで、

我々は相同性解析から PGN_1033がその候補

として考え、その変異株を作製したところ、

抗 A-LPS抗体および抗 O-LPS抗体に対して

反応しなかった。したがって、A-LPS及び

O-LPSの O抗原は、Wzx(PGN_1033), 

Wxy(PGN_1242), WzzP(PGN_2005)を利用し

て生合成され、その後 Lipid A-coreに

WaaL(PGN_1302)により結合されると考えら

れた。 

また、O抗原鎖合成の initial phosphate 

glycosyltransferaseとして、PGN_1233および

PGN_1896が推測された。PGN_1233変異株

は野生株と同じ表現型を示したが、

PGN_1896変異株は黒色集落形成が減弱して

おり A-LPSのみ欠損していた。したがって、

PGN_1896遺伝子(wbaP)は A-LPS生合成関連

遺伝子であると示唆された(Shoji et al. 2013)。 
 
(2) 1990年代半ば頃、Potempa博士らは

HG66株という黒色集落形成が減弱した自然

変異株を見出した。その株は、培養上清中に

はジンジパインが存在するものの、菌体表面

に局在するジンジパインの量が顕著に減少

していた。その後、HG66株では、ぺプチジ

ルアージニンデイミナーゼ（PAD）やカルボ

キシルペプチダーゼ(CPG70)もジンジパイン

と同様に局在化の変化が起きることが 2000

年代初頭までに報告されていた。しかしなが

ら、HG66株が何故このような変化が起きる

のかについては不明であった。 

 本菌は A-LPSと O-LPS という O抗原の組

成が異なる 2種類のLPSを持つと報告されて

おり、A-LPSには mAb 1b5という特異抗体を

用いて、その存在を確認してきた。一方、我々

は O-LPSを認識する特異抗体として、mAb 

TDC-5-2-1を報告した(Shoji et al. 2013)。それ

らを用いて、HG66株のライセートに対して

イムノブロット解析を行うと、抗 O-LPS抗体

には反応するものの抗 A-LPS抗体には全く

反応しなかった。つまり、HG66株は A-LPS

のみ欠損していると考えられた。O-LPSは存

在しながら A-LPSは欠損するタイプになる

遺伝子として、porR遺伝子を含めて 6つが候

補に挙げられた。そのうち、wbpB遺伝子を

シャトルベクターに組み込んで、HG66株に

導入すると黒色集落形成を示すようになる

ことを見出した。次に、HG66株の wbpB遺

伝子のシークエンス解析を行ったところ、

240番目のグルタミンが終始コドンに変異し

ていた。これらの結果から、wbpB遺伝子産

物は A-LPS生合成に重要な役割を果たして

いると示唆された。wbpB遺伝子産物につい

ては、緑膿菌の B-band O抗原にある構成糖

(ジアセチルマンノウロン酸)の生合成に関与

することが報告されている。緑膿菌において、

ジアセチルマンノウロン酸はUDP-GlcNAcか

らWbpA, WbpB, WbpE, WbpD, WbpIというタ

ンパク質のシークエンシャルな酵素反応に

より合成される。そこで、これらのタンパク

質について、P. gingivalisのゲノムから相同な

分子を調べた結果、WbpAホモログに

UgdA(PGN_0613)および PGN_1243、WbpBホ

モログに PGN_0168、WbpEホモログに

PorR(PGN_1236)、WbpDホモログに

PGN_0002、WbpIホモログはない、という事

が分かった。これまでに PGN_0002は解析さ

れていなかったことから、PGN_0002遺伝子

変異株を作製したところ、その変異株は porR

遺伝子変異株や wbpB遺伝子変異株と同様な

性状を示した。したがって、P. gingivalisも緑

膿菌が持つジアセチルマンノウロン酸の生

合成に関与する遺伝子を持つものの最後の

WbpIホモログはないことから、最終産物と

してジアセチルグルクロン酸を合成し、



A-LPSのO抗原に存在している可能性が示唆

された(Shoji et al. 2014)。 

今後の課題として、A-LPSの中にジアセチ

ルグルクロン酸が本当に存在するのか、また、

CTD含有タンパク質と A-LPSはどのような

メカニズムで結合するのか、を明らかにする

必要がある。 
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