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研究成果の概要（和文）：　歯周病細菌 P. gingivalis の病原タンパク質分泌機構について、９型分泌装置システム
を構築する個々の因子の機能解析と、分泌されるタンパク質の認識機構の解析をおこない、９型分泌機構の全貌を明ら
かにすることを目的とする。
　９型分泌装置によって輸送されるジンジパインは、ゲノム上に3分子コードされる。この３分子に共通する構造が９
型分泌装置に分泌される他の分泌タンパク質にも共通する構造であることがわかった。この共通構造が保たれていない
と、分泌タンパク質は菌体内で凝集し、菌体内プロテアーゼによって消化されていた。ことから、共通構造が菌体内で
のタンパク質の安定性に関与していることが分かった。

研究成果の概要（英文）：Porphyromonas gingivalis possesses cysteine proteases named gingipains that act 
as important virulence factors. Gingipains, which consist of Arg-gingipain A (RgpA), Arg-gingipain B 
(RgpB) and Lys-gingipain (Kgp), have a characteristic Ig-like domain of the peptidase family C25 that is 
found at the C-terminal region of the protease domain in almost all family members. When introducing a 
plasmid encoding either gingipain lacking the common structure or gingipain with an incomplete common 
structure into a P. gingivalis gingipain-null (rgpA rgpB kgp) mutant, the mutant gingipains were not 
detected in the cells, whereas mutant gingipains with high molecular mass accumulated in the membrane 
fraction after introducing the plasmids into an rgpA rgpB kgp htrA mutant, indicating that housekeeping 
protease degrades the mutant gingipains.
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１．研究開始当初の背景 
 細菌のタンパク質分泌機構は病原性に直
接関与するため、長年種々の菌で研究されて
きた。P.gingivalis の主要病原因子ジンジパ
インの分泌を解析していく過程で、これらの
菌種で保存される９型分泌機構が大きく関
与していることが分かってきた。ジンジパイ
ンは P. gingivalis の菌体表面、菌体外に存
在する強力なプロテアーゼであり、自身も病
原因子であるだけでなく、そのプロテアーゼ
活性でもって、本菌の持つ凝集素,線毛などの
他の病原因子の成熟にも深く関わる重要な
病原因子である。ジンジパインはシグナル配
列、プロ領域、プロテアーゼドメイン、C 末
端領域がコードされている。これらは、内膜、
外膜の 2 つの膜を輸送されたのち、菌体表層
付近でおのおののドメインに切断され、大部
分が膜結合型として、一部が分泌型 として
菌体外へ分泌される。ジンジパインを含めて、
９型分泌機構により分泌されるタンパク質
のアミノ酸配列を比較したところ、C 末端に
共通した約  80 アミノ酸残基の配列 (C 
terminal domain: CTD)をもつ。 
 
２．研究の目的 
 ９型分泌装置を構築する個々の因子につ
いて機能解析をおこなうとともに、分泌され
るタンパク質がどのような共通性をもち、分
泌機構に認識されて膜を通過するのか、分泌
機構の全貌を明らかにすることを本研究の
目的とする。 
 
３．研究の方法 
＜分泌タンパク質について＞ 
 ジンジパインは P. gingivalis のゲノム上
に kgp, rgpA, rgpB の 3 つがコードされ、い
ずれもシグナル配列 (sp)、プロ領域 (pro)、
プロテアーゼドメイン(PD)、C 末端領域
（CTD）がコードされている。さらに、プロ
テ ア ー ゼ ド メ イ ン の  C 末 端 側 に は 
Immunoglobulin like domain (Ig-like 
domain)が存在する。これらは、内膜、外膜
の 2 つの膜を輸送されたのち、菌体表層付近
でおのおののドメインに切断され、大部分が
膜結合型として、一部が分泌型として菌体外
へ分泌される。ジンジパインの基本構造
（sp-pro-PD-CTD）をもつ short type kgp 
を作成した。short type kgp を用いて、どの
ドメインが輸送に関わるのか検討する。また、
分泌タンパク質のCTDが輸送に必須なのか、
どのような分子により認識されるのか、
Halo-tag を融合させた分泌タンパク質を P. 
gingivalis 内で発現し、免疫沈降等を用いて、
CTD に親和性のある分子の探索をおこなう。 
 
＜分泌装置を構成する分子について＞ 
 ９型分泌装置関連因子を構成する、PorK, 
PorL, PorM および PorNのリコンビナント
タンパク質を大腸菌で発現させ、抗体作製を
試みる。また、結晶化に向けて、それぞれの

タンパク質を可用性で高純度に精製する方
法を検討する。 
 
４．研究成果 
＜分泌タンパク質について＞ 
①CTD の役割 
 P. gingivalis 内で発現させた short type 
Kgp（sKgp：sp-pro-PD-CTD）は Kgp 活性
をもつ。CTD の役割をみるため、CTD を欠
失した sp-pro-PDタイプの short type kgpを
P. gingivalis 内で発現させたところ、CTD
を有する short type kgp よりも Kgp 活性が
低下していた。このことから CTD はジンジ
パイン輸送において、輸送の効率、または分
泌タンパク質の折りたたみへ関与している
ことが示唆される。 
 
②Ig-like domain の役割 
 ジンジパインのプロテアーゼドメインの 
C 末端側に存在する Ig-like domain は、９型
分泌装置によって分泌されるタンパク質に
共通した構造であることがわかってきた。
sKgp の Ig-like domain の一部を欠失させた
ところ（sKgpΔIg）、菌体内で分解されるこ
とがわかった。この sKgpΔIg 分解に関わる
プロテアーゼを探索したところ、菌体内品質
管理プロテアーゼが関与していることがわ
かった。 
 
＜分泌装置を構成する分子について＞ 
①PorK, PorL, PorM および PorN の抗体作
成 
 ９型分泌装置関連因子を構成する、PorK, 
PorL, PorM および PorNの抗体を作成した。
非特異なタンパク質にも反応する抗体もあ
るが、それぞれのタンパク質に特異的に反応
するため、イムノブロットなどに用いること
が可能である。 
 
②PorK, PorL, PorM および PorN の結晶構
造解析 
 結晶化のためのPorK, PorL, PorM および 
PorN のリコンビナントタンパク質の発現を
おこなった。PorK, PorN は複数のタグ及び
発現系を試したが、可用性リコンビナントタ
ンパク質を得ることができなかった。不溶性
タンパク質の巻き戻しを試みたが、高濃度の
可用性タンパク質の取得には至っていない。 
PorL, PorM は可用性で高純度のタンパク質
を得ることができ、結晶化のためのスクリー
ニングをおこなった。PorM は高純度リコン
ビナントタンパク質から微結晶が得られた。
構造解析にもちいることができる結晶を得
るための結晶化条件を検討中である。 
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