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研究成果の概要（和文）：歯周病は、細菌感染症の中でもっとも患者数の多い疾患である。歯周病を引き起こす細菌の
多くは、糖非発酵グラム陰性菌であり、糖や炭水化物ではなくタンパク質やペプチドをジペプチジルアミノペプチダー
ゼ(DPP)によって、ジペプチド単位に切断して吸収することが知られている。2004年にDPP7, 2012年にDPP11というヒト
には存在しない、糖非発酵グラム陰性菌に特有なDPPが見出された。歯周病原菌におけるこれらの酵素の遺伝子欠損株
は、増殖能の低下を示し、これらの酵素の阻害剤は抗菌薬となる可能性が示されている。本研究による歯周病菌由来DP
P11の立体構造は新規抗菌薬の探索・設計に役立つと期待される。

研究成果の概要（英文）：The morbidity of periodontal disease is reported to be 50% above in population 
worldwide. Some Non-Fermenting Gram-Negative Rods (NFGNR) may cause periodontal disease, such as 
Porphyromonas gingivalis.
NFGNR is well known as that utilize peptides as energy and carbon sources instead of carbohydrates. DPPs 
(Dipeptidyl aminopeptidase) are peptide degradation enzymes that play a key part in intake of peptides.
Bacterial DPPs are divided into two categories (Clan SC S9, Clan PA S46). Interestingly, DPPs of Clan PA 
S46 are only found in bacteria. Our X-ray crystallographic studies of Pseudomonas mexicana WO24 DAP BII 
and Porphyromonas gingivalis DPP11 revealed that catalytic mechanism and substrate recognition mechanism. 
These findings are useful in the development of specific inhibitors for S46 peptidases.

研究分野： 構造生物薬学
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１．研究開始当初の背景 
なぜ、⻭周病病原菌に注⽬したのか？ 
 ⻭周病は、世界で最も感染者の多い疾患と
して知られ、⽇本では推定で 6000〜8000 万
⼈以上の患者がいる。しかも、⻭周病は⼝腔
疾患に留まらず、⼼筋梗塞・動脈硬化・肺炎・
早産の危険因⼦であることが知られている。
⽇本における⻭周炎治療では、プラークコン
トロールを中⼼とする⻭周基本治療が⾏わ
れているが、治療抵抗性⻭周炎、重度慢性⻭
周炎や侵襲性⻭周炎には抗菌薬を併⽤した
治療が⾏われる (⽇本⻭周病学会編：経⼝抗
菌薬療法の EBM 2009)。しかしながら、抗
菌薬の使⽤による耐性菌出現の観点から、原
因菌に特異的な抗菌薬の使⽤が望まれるが、
現 時 点 で は Porphyromonas gingivalis や
Porphyromonas endodontalis を標的とした
特異的抗菌薬はなく、多剤耐性菌に対する切
り札とも⾔われるアジスロマイシンの利⽤
には慎重さが求められている(⾦⼦明寛 ⽇
⻭医学会誌 27, 25 (2008). )。 
 
２．なぜ、ジペプチド代謝経路に注⽬したの
か？ 

慢性⻭周炎と根尖性⻭周炎の原因菌とし
て P. gingivalis と P. endodontalis がそれぞれ
知られている。これらの菌は糖⾮発酵性であ
り、菌が産⽣するペプチダーゼ群が⻭周組織
などのタンパク質をアミノ酸に分解し、栄養
源として利⽤している (Versalovic J. et al. 
Manual of clinical microbiology 10th ed. 51, 
858(2011).)。 

P. gingivalis と P. endodontalis に共通して
存在し、タンパク質、ペプチド代謝経路に関
与すると考えられる酵素として、基質特異性
が 異 な る が プ ロ テ ア ー ゼ デ ー タ ベ ー ス

MEROPS で、共に Clan PA S46 に分類され
る P. gingivalis 由来 DPP7 (Banbula A. et al., 
J. Biol. Chem. 276, 6299 (2001).) と P. 
gingivalis 由来 DPP11、P. endodontalis 由来
DPP11 が⾒出されている。DPP11 は、栄養
物の代謝産物のうち、酸性ジペプチドを産⽣
する唯⼀の酵素であることが明らかにされ、
DPP11 を標的とした阻害剤が、新規抗菌薬
と な る 可 能 性 が ⽰ 唆 さ れ て い る 
(Ohara-Nemoto Y. et al., J. Biol. Chem. 286, 
38115 (2011).)。また、Clan PA S46 の酵素
はヒトには存在しない。 
 
２．研究の⽬的 
 多剤耐性菌や⻭周病菌の多くは糖の代わ
りにペプチドをエネルギー源として利⽤す

るグラム陰性糖⾮発酵性病原菌である。これ
らの細菌は、外膜と内膜の間にあるペリプラ
ズムに、ペプチドからジペプチドを産⽣する
ジペプチジルアミノペプチダーゼ(DPP)群
を有する。内膜は、アミノ酸単体よりもジペ
プチドを選択的に透過し、DPP 群の阻害によ
り病原菌の⽣育・増殖が低下することから、
DPP 群は新規抗菌薬の標的酵素として有望
であると考えられている。本研究では、これ
ら DPP 群の中でも特に⻭周病菌に特有に存
在する DPP11 の⽴体構造を解明し、その⽴
体構造から、化合物探索・設計に必要な構造
機能相関情報を得ることを⽬的とする。 
 
３．研究の⽅法 
 Porphyromonas gingivalis 由 来 DPP11 、
Stenotrophomonas. maltophilia 由来 Clan PA 
S46 酵素を⼤腸菌により⼤量発現させ、クロ
マトグラフィにより、結晶化⽤サンプルを得
る（連携研究者・⼩笠原博⼠）。各種基質・
基質類似体・阻害剤存在下で結晶化を⾏い、
放 射 光 施 設 ( フ ォ ト ン フ ァ ク ト リ ー 、
SPring-8)での回折強度データ収集実験を⾏
い、⽴体構造を決定する。 
 
４．研究成果 
 研究開始当初は、⻭周病原菌由来 DPP11 類
縁酵素である Pseudoxanthomonas mexicana
由来 DAP BII の結晶構造解析を⼿がけた。野
⽣型 DAP BII の結晶がなかなか得られなか
ったため、DAP BII の推定触媒残基(H86, 
D224, S657)をアラニンへと置換した複数の
置換体（H86A, D224A, S657A, 三重アラニ
ン置換体）を作製した。さらにいくつかの阻
害剤を加えて結晶化条件の探索を⾏い、阻害
剤である塩化亜鉛を加えた条件で、D224A 置
換体から 6Å 分解能程度、S657A 置換体では
3Å 分解能程度の回折能を⽰す結晶が得られ
た 。 そ の 後 、 セ レ ノ メ チ オ ニ ン 化
DAPBII(S657A)で再度結晶化スクリーニン
グを実施したところ、これまでと全く異なる
形状の結晶が得られた。そして、この結晶か
ら 2.2Å での SAD データ収集に成功し、
SHARP/autoSHARP による位相決定、モデ
ル 構 築 、 Refmac5 に よ る 精 密 化 を 経 て
MEROPS Clan PA S46 ファミリーの DPP の
⽴体構造として、世界で初めて PmDAP BII
の構造決定に成功した。また、分解能の向上
を⽬指して、宇宙航空研究開発機構の⾼品質
蛋⽩質結晶⽣成プロジェクト（JAXA-PCG）
制度を活⽤し、微⼩重⼒下でカウンターディ
フュージョン法による結晶化実験を国際宇
宙ステーション「きぼう」⽇本実験棟にて実
施し、これまで得られた形状と異なる薄板状
の結晶から、1.95Å 分解能の回折強度データ
収集に成功した。その後、野⽣型および触媒
残基三重置換体と各種ペプチドの共結晶か
らデータを収集し、ペプチド複合体の構造解
析にも成功した。これらの成果により Clan 
PA S46 ファミリーのペプチド分解機構や基

× × 



質認識機構の分⼦レベルでの解明に結びつ
き、2014 年に Scientific Reports 誌に２報掲
載される成果となった。 
さらに、P. gingivalis 由来 DPP11 の発現系の
構築・精製・結晶化に成功した。得られた結
晶の⼤きさは 0.06 mm3 と⾮常に⼩さいもの
であったが⾼エネルギー加速器研究機構放
射光施設を利⽤し、結晶学的パラメータの決
定と 2.7Å 分解能のデータセットの収集に成
功した。このデータセットを⽤いて、類縁酵
素である DAP BII の構造を⽤いて分⼦置換
法による⽴体構造解析を⾏ったが、構造決定
には⾄らなかった。その後、セレノメチオニ
ンを導⼊した PgDPP11 を⽤いることで、多
波⻑異常分散法による構造決定に成功した。 
その結果、DPP11 は、DAP BII と同様に触
媒ドメインとαヘリカルドメインから構成
される構造を持つものの、そのαヘリカルド
メイン中の各ヘリックスの⻑さが DAP BII
よりも⻑いものが多く、ヘリカルドメインの
構造は DAP BII に⽐べ、⼤きく歪んでいた。
⼀⽅、キモトリプシン様触媒ドメインは、⾮
常によく保存され、DAP BII の触媒ドメイン
とほぼ同じ構造であった。PgDPP11 につい
て DAP BII と同様に、基質等との共結晶化の
試みは成功しなかったが、微⼩重⼒下結晶化
実験により得られた 1.66Å 分解能のデータか
ら得られた電⼦密度により、結晶化溶液中に
含まれるカリウムイオンが S2 サブサイトに
結合していることを確認した。（下図：右） 

このカリウムイオンと W219 のベンゼン環の
平⾯中⼼までの距離は 3.3Å、DAP BII におけ
る W216 と基質アミノ末端までの距離は
3.8Å であり、共に Cation-π相互作⽤とみな
される距離であることが⽰唆され、基質結合
における Cation-π相互作⽤の重要性が⽰唆
された。従って、DAP BII とジペプチド複合
体の結晶構造では、P2 位の基質アミノ酸と
N330, N215, D674 による⽔素結合ネットワ
ークに加えて W216 の cation-Pi 相互作⽤に
よって基質ペプチドの位置が厳密に規定さ
れることによってジペプチド単位で基質が
切断されていると考えられたが、DPP11 に
おいても、同様の⽔素結合ネットワークの形
成により、ジペプチド単位で基質が切断され
ることが⽰唆された。この成果は 2015 年に
Scientific Reports 誌に掲載された。 
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H, Masaki M, Ohta K, Okada H, 
Morikawa Y, Nakamura KT, Ogasawara 
W, Tanaka N, Sakamoto Y, Nonaka T. 

 



14. Crystal structure studies of dipeptidyl 
aminopeptidase BII from 
Pseudoxanthomonas mexicana WO24 
（The 28th Symposium of the Protein 
Society サンディエゴ、 2014 年 7 ⽉ 27
⽇）  
◯  Sakamoto Y, Suzuki Y, Iizuka I, 
Tateoka C, Roppongi S, Fujimoto M, 
Inaka K, Tanaka H, Masaki M, Ohta K, 
Okada H, Nonaka T, Morikawa Y, 
Nakamura KT, Ogasawara W, Tanaka N. 
 

15. 微⼩重⼒環境を利⽤したジペプチジルア
ミノペプチダーゼ結晶化（第 14 回⽇本蛋
⽩質科学会、横浜市、2014 年 6 ⽉ 26 ⽇）
◯阪本泰光（招待講演） 

 
16. Pseudoxanthomonas mexicana WO24 由

来 dipeptidyl aminopeptidase 複合体の
結晶構造（第 14 回⽇本蛋⽩質科学会年会、 
横浜市、2014 年 6 ⽉ 25 ⽇ 
◯六本⽊沙織、館岡千佳、鈴⽊義之、藤
本真友、森澤さおり、飯塚⼀平、⼩笠原
渉、⽥中信忠、阪本泰光、野中孝昌 

 
〔その他〕 
受賞 

9th General Meeting of The International 
Proteolysis Society Travel Award 
First structure of Family S46 peptidase 
reveal exo-peptidase activity in Clan PA 
peptidases. 
飯塚⼀平 

 
第 54 回⽇本薬学会東北⽀部⼤会優秀ポス
ター賞 
微⽣物由来 Dipeptidyl aminopeptidase IV 
の構造⽣物学的研究 
六本⽊沙織 
 

報道 
研究成果（多剤耐性菌類縁菌由来 DAP BII
の ⽴ 体 構 造 解 明 ） に 関 す る 報 道 、 取 材 
2014/5~2015/3 

毎⽇新聞(5/29)、読売新聞、⽇刊⼯業新
聞(5/21)、岩⼿⽇報(5/17)、新潟⽇報、
盛岡タイムス、時事通信、きぼうマンス
リーニュース(5/28)、JST サイエンスニ
ュース(7/31)、国⽴科学博物館季刊誌
milsil(3/1) 

 
研究成果（⻭周病菌由来 DPP11 の⽴体構
造解明）に関する報道、取材、イベント 
2015/6〜2016/3 

読売新聞(6/22)、中国新聞(8/30)、科学
新聞(6/26)、新潟⽇報(6/11)、岩⼿⽇報
(6/11)、化学⼯業⽇報(6/26)、共同通信
(6/10)、⽇本⻭科新聞社(6/23)、きぼう
マンスリーニュース(6/24)、⾼エネルギ

ー加速器研究機構物構研 News14 号、ラ
ヂオ盛岡（2/29）、油井⻲美也宇宙⾶⾏
⼠ ミ ッ シ ョ ン 報 告 会 ト ー ク シ ョ ー
(3/13) 
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