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研究成果の概要（和文）：本研究では歯周病原性細菌Porphyromonas gingivalisのジペプチジルペプチダーゼ（DPP）
活性に関連した栄養要求性について検討した。P. gingivalis 野生株に比して，4種のDPP 遺伝子破壊株では細菌増殖
が顕著に遅延し，本菌の増殖にはDPP活性が重要であることが明らかになった。P. gingivalisでのアミノ酸，及びオリ
ゴペプチドの取り込み・代謝が蛍光色素レサズリンを用いた代謝測定系により可能であることが判明した。その結果，
本菌の栄養源としてはもっぱらジペプチドの形態でアミノ酸が菌体内に取り込まれることが判明した。

研究成果の概要（英文）：We investigated the mechanism of amino acid-uptake in a periodontopathic 
bacterium, Porphyromonas gingivalis. Bacterial growth was markedly reduced in the 4 dpp genes disrupted 
strain. This result indicated that the DPP activity plays a crucial role in the bacterial growth and 
energy metabolism. We revealed that the bacterial metabolic activity and amino acid uptake could be 
measured by the analysis with Resazurin. By using this procedure, we found that P. gingivalis 
incorporated dipeptides as the nutrient, and that this route is indispensable for the growth of this 
bacterium.

研究分野：口腔生化学
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１．研究開始当初の背景 
成人性歯周炎の原因菌と考えられている

Porphyromonas gingivalis は，菌体外ペプ
チド分解酵素ジペプチジルペプチダーゼ
（DPP）により分解したジペプチドやトリペ
プチドを取り込み,菌体内で遊離のアミノ酸
にしたのち,これを炭素源エネルギー源とし
て増殖する．従って，菌体外の蛋白質分解系
とオリゴペプチド取込み機構は本菌の生存
戦略において重要である． 
この菌には従来 Pro 特異的 DPP4 と疎水性
アミノ酸特異的 DPP7 の 2 種類の DPP の
存在が知られており，これらがすべてのジペ
プチド産生を司ると考えられてきた．しかし
これらの DPP の高い基質特異性からは P. 
gingivalis が産生できるジペプチドは限定
的で，ペプチド利用の観点から見ると,きわめ
て非効率である．そこでそれ以外のアミノ酸
配列を持つペプチドに関しては，プラークに
共存する別種のペプチダ−ゼの分解物を取り
込んでいる可能性などが漠然と想定されて
きた．しかし私たちが 2011年 Asp/Glu 特異
的な新規 DPP(DPP11 と命名)を発見したこ
とから状況は一変した．2012 年の時点で私
たちは,さらに DPP11 以外の未同定の DPP 
類が共同してジペプチド産生を行っている
と予想していた． 
 Naito ら（2008）のゲノムデータを元にし
た網羅的解析から,P. gingivalis には，これら
の 3 種 類 の DPP に 加 え
DPP3,DPP5,Ala-DPP 遺伝子の存在が推定
された．本研究ではこれらの DPPs が実際に
発現し，菌体外タンパク質分解に寄与してい
るのか，またそれによって全ての種類のジペ
プチドの産生ができるかどうかを明らかに
する．これらの酵素学的特性から DPP 活性
の阻害方法を確立することで成人性歯周病
疾患の治療法の確立を目指した． 
２．研究の目的 

P. gingivalis はそのエネルギー源と炭素
源を全て細胞外のペプチドに依存している．
そこで，ペプチドを，ジペプチドという細胞
内取り込み型に変換する DPP 群を阻害して
エネルギー源を絶つことで歯周病を抑制す
ることを当初の目的とした． 
(1) P. gingivalis の有する 6 種類の DPP遺
伝子産物 すべて（Ala-DPP, DPP3, DPP4, 
DPP5,DPP7，及び DPP11）の基質特異性の
決定を含む詳細な酵素学的解析 
(2) DPP 遺伝子破壊株によるP. gingivalis生
育の DPP 依存性の評価 
当初は DPP 遺伝子の発現及び活性の阻害
を主たる目的としたが，栄養の取り込み機構
も P. gingivalisの生育に重要であり，測定が
容易な代謝活性測定法を確立し，各種アミノ
酸，ジペプチド，オリゴペプチドの要求性に
ついても検討した． 
(3)P. gingivalis の代謝活性測定法の確立と
DPP関連栄養要求性の決定 
 

３．研究の方法 
P. gingivalis のゲノム情報から PCR 法に
て各種 DPP配列を有する遺伝子を増幅し,大
腸菌用発現ベクターに組換えた．大腸菌で発
現した各分子を精製し,蛍光基質を用いて基
質特異性や酵素活性を測定した． 
 

P. gingivalis ATCC 33277，ジペプチド産
生 4 酵素の欠損株（Δdpp4-5-7-11），及び
Escherichia coli, Streptococcus anginosus, 
S. mutansを培養し，前定常期の菌体を調製
した．50 mM HEPES (pH7.4)，濁度（0.25）
の菌液に 1-10 mM アミノ酸単体や当量の
Gly 含有ジペプチド，オリゴペプチドを添加
し，蛍光色素レサズリンを用いて蛍光強度
（Em/Ex=585/550nm）の経時変化を測定す
ることにより，各菌株の代謝活性評価を行っ
た． 

PCR法により各 transporter遺伝子内にア
ンピシリン遺伝子カセットを挿入した DNA
断片を調製し，これらを相同組換えにより P. 
gingivalis ゲノムに導入した破壊株 3 種，
Ser/Thr transporter 遺 伝 子 破 壊 株 ，
oligopeptide transporter（OPT）破壊株，
proton-dependent oligopeptide transporter
（POT）破壊株を作成し，上記と同様に，成
長速度及び代謝活性測定を行った． 
 
４．研究成果 
(1) 3 種類の既知の DPP（DPP4, DPP7, 
DPP11）とゲノム情報から DPP と推定され
る 未 同 定 の 遺 伝 子 (Ala-DPP, DPP3, 
prolyl-oligopeptidase）産物の基質特異性等
の生化学的，酵素学的解析 及び 
(2) P. gingivalis生育における DPP依存性の
評価では， 
3 種類の既知の DPP の組換え分子標品につ
いて種々の合成ジペプチド蛍光基質を用い
て基質特異性を検討したところ，P1 位置は
DPP4 が Pro,DPP7 が疎水性アミノ酸，
DPP11が Asp/Glu特異性を示し，さらに P2
位置については DPP11 では疎水性残基が優
位性を示した．DPP7では P1及び P2位置の
疎水性度の合計に依存して DPP 活性が上昇
することを明らかにした． 
推定 Ala-DPP 及び DPP3 遺伝子を発現精製
したところ Ala-DPP はいずれの既存の基質
に対しても加水分解活性を示さなかった．
DPP3は Arg特異的な DPP活性を有し，こ
れまで報告のあった酵母及び Bacteroides 
thetaiotaomicron オルソログと類似する活
性 で あ る こ と を 認 め た ． さ ら に ，
prolyl-oligopeptidase 遺伝子はこれまで真菌
類のみで報告のあったDPP5であることが明
らかとなった． 
P. gingivalis 33277株と DPP 遺伝子 4種破
壊株 NDP212 および全ジンジパイン遺伝子
破壊株 KDP136をエンリッチ BHI培地で培
養し，その成長速度を測定すると野生株，
NDP212株，KDP136株の順で増殖に差があ



り，本菌の増殖には DPP 活性が重要である
ことを認めた． 
 
(3) P. gingivalis の代謝活性測定法の確立と
DPP関連栄養要求性の決定 
蛍光色素によるP. gingivalisでのオリゴペプ
チドの取り込み・代謝効率の評価法を開発す
るとともに，本法を用いて，菌体内に取り込
まれるペプチド種を明らかにした．S. 
anginosus，S. mutans ではアミノ酸単体及
び種々のジペプチド添加による代謝活性の
上昇率に差はなく，E. coli では Gly-Glu, 
Gly-Gly添加で蛍光強度は上昇した．一方， P. 
gingivalis ではジペプチド(Gly-Gly 等)添加
で蛍光強度が顕著に上昇し，より長いオリゴ
ペプチドでは低かった．この現象は，ジペプ
チドの構成アミノ酸の添加では再現されな
いことから, P. gingivalis がアミノ酸をもっ
ぱらジペプチドの形態で菌体内に取り込む
ことが判明した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
P. gingivalis の菌体外ペプチド分解と取り込み
の経路 
 
また，今回作成した P. gingivalisの Ser/Thr 
transporter遺伝子破壊株，OPT遺伝子破壊
株，POT遺伝子破壊株を用いて成長速度が異
なることを見出し，それぞれのトランスポー
ターが担う輸送分子をさらに検討中である．
以上の結果から，P. gingivalisがこれらのト
ランスポーターを介して主にジペプチドの
形でアミノ酸を取り込むことが明らかとな
った． 
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