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研究成果の概要（和文）：　分泌型白血球プロテアーゼインヒビター，SLPIは，Porphyromonas gingivalis の主要か
つ重要なプロテアーゼであるジンジパイン（RgpおよびKgp）に対して，特に比較的pHが高い場合（pH 8.0および8.5）
に強い抑制効果を示すことが明らかとなった．それゆえ，SLPIは，そのプロテアーゼ阻害作用を通じて，歯肉溝におけ
るP. gingivalisに対する感染防御に働いている可能性が強く示唆された．

研究成果の概要（英文）：　The results indicated that secretory leukocyte protease inhibitor (SLPI) showed 
a marked inhibitory effect on gingipains (Rgp and Kgp), the major and crucial proteases of Porphyromonas 
gingivalis, especially at relatively higher pH (8.0 and 8.5). Thus, SLPI could down-regulate the P. 
gingivalis infection in the gingival crevice through the inhibitory effect on gingipains.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 SLPI は,当初，好中球が産生するセリンプ
ロテアーゼのインヒビターとして報告され
たが，その後，粘膜系での病原微生物に対す
る感染防御を担う自然免疫として機能する
生体因子であることが示唆されている.我々
はこれまでの研究から，歯肉上皮細胞が 
SLPI 産生細胞の一つとして機能しており，
P. gingivalis の感染刺激を通して反応性に
SLPI 産生が増強されることを明らかにして
きた（Ishikawa ら;2010）．しかし，歯肉溝
でのSLPIの作用機序，特にP. gingivalis の
感染に対する制御作用については明らかで
はなかった．また我々は別に，新規のプロテ
アーゼ，DPP11 の発見（Ohara-Nemotoら，
2011）を含め，P. gingivalis のプロテアー
ゼについても検討を行っており，プロテアー
ゼは本菌の生存にとって重要な役割を演じ
ていることを明らかにしてきた．そこで，
SLPI によるプロテアーゼ阻害という面から，
P. gingivalis 感染抑制作用の詳細を明らか
にするという着想にいたった． 
 
２．研究の目的 
 本研究では，まず，リコンビナント SLPI
の調製ならびにジンジパイン（Kgp および
Rgp）を含む P. gingivalis のプロテアーゼ
群のリコンビナントタンパク質の調製を行
い，つぎにそれらを用いて，SLPI によるプロ
テアーゼ阻害という面から，P. gingivalis 
感染抑制作用について検討した． 
 
３．研究の方法 
(1) rSLPI の発現と精製 rSLPI の調製： 
 発現ベクター系を用いて，rSLPI の発現と
精製 rSLPI の調製を試みた．発現ベクター
にコザック配列を追加することにより，発現
効率の向上が得られ，V5タグ付き rmSLPI の
精製を行った． 
(2) P. gingivalis のプロテアーゼ群のリコ
ンビナントタンパク質の調製と酵素学的検
討： 
 我々のこれまでの研究実績（2011）をもと
に，ジペプチジルペプチダーゼ4 （DPP4）, 
DPP5, DPP7 および DPP11 の野生型および変
異型組換え体の発現精製系を作製し，1 残基
置換法により，それらの酵素学的特性と基質
特異性決定機構について検討した． 
(3) SLPI によるプロテアーゼ阻害作用： 
 P. gingivalis の産生する主要なプロテア
ーゼである Kgp および Rgp, DPP4, DPP5, 
DPP7 および DPP11 のプロテアーゼ活性を蛍
光ペプチド基質を用いて測定する実験系に
rSLPI を添加し，そのプロテアーゼ阻害作用
について検討した． 
 
４．研究成果 
(1) rSLPI の発現と精製 rSLPIの調製 
 種々の発現ベクター系を用いて，rSLPIの
発現と精製 rSLPIの調製を試みたが，当初，

十分量のリコンビナントタンパク質を精製
するまでにはいたらなかった．そこで，発現
ベクターにコザック配列を追加することに
より，発現効率の向上を試みた結果，発現効
率の向上が得られ，V5タグ付き rmSLPI の精
製を行った． 
(2) P. gingivalis のプロテアーゼ群のリコ
ンビナントタンパク質の調製と酵素学的検
討：  
 DPP4, DPP5, DPP7 および DPP11 のリコン
ビナント体を作製し，それらの酵素学的特性
について明らかにした． 
(3) SLPI によるプロテアーゼ阻害作用： 
①2.5 μg/culture の rSLPI の添加により，
P. gingivalis の菌体結合型の Rgp，Kgp の
酵素活性が有意に阻害された． 
②0.25 μg/culture の rSLPI 添加によっても
Rgp，Kgp の酵素活性阻害が観察されたが，高
濃度の SLPI 添加の場合より，その阻害作用
は弱かった． 
③0.25 μg/culture の rSLPI による菌体結合
型 Rgp，Kgp に対する阻害作用は，Rgp と比較
し，Kgp に対して強かったが，いずれも pH が
高い場合に強い阻害効果がみられた（図１）． 

 
④菌体遊離型の Rgp，Kgp に対しては，菌体
結合型 Rgp，Kgp の場合と比較して，rSLPI
による阻害活性は弱かったが，rSLPI が高濃
度の場合あるいは pH が高い場合に阻害効
果が見られることが示唆された． 
⑤一方，P. gingivalis のジンジパイン以外
のプロテアーゼである DPP4, DPP5, DPP7 お
よび DPP11 に対しては，rSLPI はその酵素
阻害活性を示さないことが強く示唆された． 
⑥rSLPI は， P. gingivalis のジンジパイ
ン同様，トリプシンの Rgp 活性，Kgp 活性
に対し，阻害活性を示した． 
 以上より，Rgp, Kgpはともに P. gingivalis 
の生存・生育に関わる重要な機能を担ってい
ることを勘案すれば，口腔においてSLPIは，
そのプロテアーゼ阻害作用を通じて，P. 
gingivalis に対する感染防御に働いている
可能性が強く示唆された． 
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図１． SLPI による菌体結合型ジンジパイン活性阻害作用 
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