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原 著

糖鎖修飾関連酵素阻害剤が歯周病原細菌Porphyromonas gingivalis に
及ぼす影響について

堀 江 　 俊　　猪 俣 　 恵　　安 部 雅 世　　引 頭 　 毅

Eff ect of the inhibitors for protein glycosylation-associated enzymes on the 
growth of the periodontopathic bacterium Porphyromonas gingivalis

TOSHI HORIE, MEGUMI INOMATA, MASAYO ABE, TAKESHI INTO

 我々は以前，歯周病関連細菌の有する外膜タンパク質に O- 結合型の N- アセチルグルコサミン （GlcNAc） 
やシアル酸が付加されていることを明らかにしてきた．その一方で歯周病関連細菌の糖タンパク質の役割
については未だ不明な点が多い．本研究では，哺乳類細胞において糖タンパク質への GlcNAc 付加を仲介す
る GlcNAc 転移酵素の阻害剤，ならびにシアル酸付加を仲介するシアル酸転移酵素の阻害剤を用い，これら
が歯周病関連細菌 Porphyromonas gingivalis の増殖，血清抵抗性ならびに糖タンパク質合成に対してどの
ような影響を及ぼすのか調べたので報告する．菌株は P. gingivalis ATCC 33277を用いた．GlcNAc 転移酵
素阻害剤として BADGP および OSMI-1，シアル酸転移酵素阻害剤として3-Fax-Peracetyl Neu5Ac および
Soyasaponin I を用いた．各阻害剤の P. gingivalis の増殖への影響は，阻害剤を添加した細菌用培地で菌株
を培養後に ATP 産生量を測定して調べた．同様に sTSB 培地に40% ヒト血清を加えた場合の P. gingivalis
の増殖への各阻害剤の影響も調べた．また各阻害剤の存在下で増殖させた P. gingivalis の菌体は破砕して
SDS-PAGE で展開後，糖タンパク質を Pro-Q Emerald 300染色により検出し，阻害剤の影響を解析した．
細菌用培地で P. gingivalis を培養した場合，OSMI-1と Soyasaponin I で P. gingivalis の増殖がわずかに促
進された．一方，血清を添加した培地で培養した場合には，BADGP のみ増殖を抑制したが，他の阻害剤で
は増殖が大きく促進された．これらの結果に反して，阻害剤によりP. gingivalisの糖タンパク質の発現パター
ンに明確な変化は認められなかった．以上の結果より，糖鎖修飾関連酵素阻害剤は P. gingivalis の糖タン
パク質産生には影響しないが，何らかの非特異的効果によって増殖に影響すると考えられた．

キーワード：Porphyromonas gingivalis，糖タンパク質，GlcNAc 転移酵素阻害剤，シアル酸転移酵素阻害剤

We have previously reported that periodontopathic bacteria possess outer membrane proteins that are 
linked to O-linked N-acetyl glucosamine (O-GlcNAc) and sialic acid. However, specifi c roles of these glyco-
proteins in the pathogenicity of periodontopathic bacteria have been remained largely unclear. In this study, 
we examined the eff ect of mammalian glycosyltransferase inhibitors̶specifi cally, GlcNAc transferase inhib-
itors and sialyltransferase inhibitors, on the growth, serum resistance, and glycoprotein synthesis of Porphy-
romonas gingivalis. The strain of P. gingivalis ATCC 33277 was used in this study. BADGP and OSMI-1 
were used as the GlcNAc transferase inhibitors, and 3-Fax-Peracetyl Neu5Ac and Soyasaponin I were used 
as the sialyltransferase inhibitors. Bacteria were cultured in sTSB or 40% inactivated bovine serum-con-
taining sTSB supplemented with one of the inhibitors. Bacterial growth was monitored by measuring ATP 
production. Whole bacterial lysates were separated by SDS-PAGE, and glycoproteins were stained using 
Pro-Q emerald 300. In the bacterial medium lacking serum, OSMI-1 and Soyasaponin I were found to 
slightly enhance the growth of P. gingivalis. Interestingly, BADGP was found to have a suppressive eff ect on 
bacterial growth in serum-containing bacterial medium, whereas other inhibitors in the same serum-con-
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緒 言

近年，細菌の糖タンパク質が細菌の生理学的機能に
おいて重要な役割を果たすことが報告されている1）．細
菌の糖タンパク質は鞭毛や線毛などの菌体表層構造体
として存在する場合が多く認められる2, 3）．一方，病原
細菌の糖タンパク質は，抗原性変異による宿主免疫系
からの回避，宿主免疫系の刺激，ならびに宿主プロテ
アーゼによる切断への耐性など，宿主への病原性に直
接的に関与することも示唆されてきている4-7）．元来，タ
ンパク質へのグリコシル化（糖付加）は最も一般的な
翻訳後修飾の一つであり，アスパラギン残基に特異的
に糖鎖構造を結合させる N- 結合型経路と，セリン／
スレオニン残基に糖鎖構造を結合させるO- 結合型経
路を介して起こりうる．これら両者の翻訳後修飾は真
核生物では普遍的に見出されているが，細菌類での N-
結合型経路はピロリ菌やカンピロバクター属菌などの
イプシロンプロテオバクテリア綱の限られた菌種での
みで確認されており，細菌類で普遍的に認められるの
はO- 結合型経路である1）．

細菌の O- 結合型経路は糖転移酵素 O- オリゴサッ
カリルトランスフェラーゼ（OTase）に依存的な経路
と非依存的な経路とに大きく分けられる1）．OTase に
依存的な経路では，細菌内膜のリピドにウリジン二
リン酸（UDP）‐ 2,4 ‐ ジアセタミド ‐ 2,4,6 ‐ トリ
デオキシヘキソースなどが結合し，ここにガラクトー
ス等が順次結合して糖鎖が形成されていき，フリッ
パーゼによりペリプラズム側へ反転させられ，ペリプ
ラズムに存在する目的タンパク質のセリン／スレオニ
ン残基に OTase に依存的に糖鎖が結合される1）．一方
OTase に非依存的な経路では，細胞質に存在する目
的タンパク質のセリン／スレオニン残基に糖転移酵素
の働きによってシチジン一リン酸（CMP）‐ プソイ
ダミン酸や CMP ‐ レギオナミン酸等が付加され，こ
れにさらに種々の糖転移酵素が関与して順次糖鎖が構
築されていくと考えられているが1），一部の病原細菌
種のみの知見しか得られておらず，この経路に関する
多くの知見は不明なままである．

Porphyromonas gingivalis （P.gingivalis）は糖非発
酵性の偏性嫌気性グラム陰性桿菌であり，最も重要
な歯周病原細菌群 Red Complex の一員として知られ
ている8）．P. gingivalis は成人の歯肉縁下細菌叢で顕
著な増殖がみられることがあり，その細菌叢におけ
る割合は慢性歯周炎の重症度と関連して増加すると
考えられている9, 10）．P. gingivalis は血清がもつ抗菌
活性に対して強力に抵抗する様々な能力を有するこ
とが明らかにされており，これにより血清由来の歯
肉溝浸出液中でも難なく増殖して慢性歯周炎の発症
や増悪に多大に影響すると考えられる11）．また，歯周
組織で増殖した P. gingivalis は血行性に伝播し，ア
テローム性動脈硬化症などを含む心血管疾患の他，糖
尿病，アルツハイマー症，早産など全身的に健康被害
をもたらすことが知られている12-15）．P. gingivalis で
は現在までにいくつかの O- 結合型糖鎖をもつ糖タン
パク質の存在が明らかにされており，ジンジパイン，
HBP35，OMP85，Pgm6/7などはこれに相当すると考
えられる16-19）．また，我々は以前，P. gingivalis と同
じ Porphyromonadaceae 科の細菌で Red Complex の
一員として挙げられている Tannerella forsythia が有
する外膜タンパク質に O- 結合型の N- アセチルグル
コサミン（O-GlcNAc）やシアル酸が付加されている
ことを明らかにした20）．その一方で，これら歯周病関
連細菌が有する O- 結合型糖タンパク質の産生過程や
病原性における役割についてはほとんど不明である．

本研究では，哺乳類細胞における糖転移酵素阻害剤，
特に O-GlcNAc 付加を仲介する GlcNAc 転移酵素の
阻害剤，ならびにシアル酸付加を仲介するシアル酸転
移酵素の阻害剤を用い，これらがP. gingivalis の増殖，
血清抵抗性ならびに糖タンパク質合成に対してどのよ
うな影響を及ぼすのか調べたのでここに報告する．

材料および方法

1 ．試薬
GlcNAc 転移酵素阻害剤BADGP（ベンジル 2‐アセト

アミド‐2‐デオキシ‐α‐D‐ガラクトピラノシド）お
よび OSMI-1ならびに，シアル酸転移酵素阻害剤3-Fax-

taining medium greatly enhanced bacterial growth. Our studies did not detect any alteration in glycopro-
tein synthesis in the presence of the inhibitors. These fi ndings indicate that mammalian glycosyltransferase 
inhibitors do not aff ect glycoprotein synthesis of P. gingivalis, but they exert signifi cant regulatory eff ects on 
the bacterial growth possibly through non-specifi c mechanisms.

Key words：Porphyromonas gingivalis, glycoprotein, GlcNAc transferase inhibitor, 
sialic acid transferase inhibitor
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Peracetyl Neu5Ac および Soyasaponin I はメルク社か
ら入手した．BADGPはメタノール，OSMI-1と3-Fax-
Peracetyl Neu5Acはジメチルスルホキシド（DMSO），
Soyasaponin Iはエタノールをそれぞれ溶媒として溶解さ
せた．正常ヒト血清はBioWest 社から購入した．

2 ．使用菌株と培地
P. gingivalis ATCC 33277株を2.5 mg/ml 酵母抽出

物，2.5 μg/ml ヘミンおよび5 μg/ml メナジオンを
添加したトリプチカーゼ大豆ブロス（sTSB）で嫌気
条件下（10％ CO2，10％ H2，および80％ N2）で培養
した．OD600値を0.8に調整した菌液（約1×108 cfu/ml
に相当）を準備し，1×107 cfu 相当の菌を上記阻害
剤と溶媒を含む sTSB または40% 正常ヒト血清を含
む sTSB 中で嫌気条件下で24時間または48時間培養し
た．

3 ．菌株の増殖の定量
菌株の増殖は ATP 産生量によって評価した．培養液

100 μlとBacTiter Glo microbial cell viability assay kit
（プロメガ社）の試薬100 μl を96F Nontreated White 
Microwell SI プレート（Thermo Fisher Scientifi c 社）
のウェル中で混和した．反応による化学発光は Infi nite 
M200 PROプレートリーダー（Tecan 社）を用いて相
対光単位（RLU）として測定した．菌株の増殖（％）
は100×（対照 RLU）／（コントロール RLU）として計
算した．コントロール RLUは溶媒のみを含む菌液の測
定結果であり，また対照 RLUは阻害剤を含む菌液の測
定結果である．データは平均±標準偏差（n＝3）とし
て表した．

4 ．糖タンパク質の検出
培養された菌株は PBS で洗浄した後，プロテアー

ゼインヒビターカクテルを含む10 mM HEPES バッ
ファーに再懸濁した．菌体を超音波処理により完全に
破砕した後，2- メルカプトエタノールを含む SDS サ
ンプルバッファーと混合した．煮沸処理したサンプル
は10% アクリルアミドゲルを用いた SDS-PAGE によ
り展開した．ゲル中の糖タンパク質は Pro-Q emerald 
300 glycoprotein gel and blot stain kit（Molecular 
Probes 社）を用いて染色後，紫外線照射下で可視化
して撮影した．撮影後のゲルは CBB 染色を行い，全
てのタンパク質を可視化した．

5 ．統計解析
データ間の有意差は Student の t 検定法により解析

を行った．有意水準は5％に設定した．

結 果

1 ． GlcNAc 転移酵素阻害剤ならびにシアル酸転移酵
素阻害剤の sTSB 中での P. gingivalis 菌株の増殖
への影響

まず初めに， P. gingivalis 菌株を GlcNAc 転移酵
素阻害剤またはシアル酸転移酵素阻害剤を含む sTSB
中で培養した場合の効果について検証した．培養時
間は培養開始から24時間と48時間に設定し，産生さ
れた ATP 量を測定することで菌の増殖を評価した．
GlcNAc 転移酵素阻害剤 BADGP を2.5 nM ～25 μM
の濃度で添加して調べたところ，24時間でも48時間で
も有意な増殖への影響は認められなかった（図 1 ）．
GlcNAc 転移酵素阻害剤 OSMI-I を2.5 nM ～25 μM
の濃度で添加した場合には，それほど大きい効果では
ないものの，有意に増殖が促進される傾向が認められ
た（図 1 ）．シアル酸転移酵素阻害剤3-Fax-Peracetyl 
Neu5Ac を2.5 nM ～25 μM の濃度で添加して調べた
場合，24時間でも48時間でも有意な増殖への影響は認
めなかった（図 1 ）．また，シアル酸転移酵素阻害剤
Soyasaponin I を0.05 nM ～0.5 μM の濃度で添加して
調べた場合，一部で有意な増殖促進効果がみられたも
のの，ほとんどの濃度で有意な影響は認めなかった（図
1 ）．

2 ． GlcNAc 転移酵素阻害剤ならびにシアル酸転移酵
素阻害剤の正常ヒト血清を含む sTSB 中での P. 
gingivalis 菌株の増殖への影響

次に P. gingivalis は血清由来の歯肉溝浸出液中で
増殖していることから，GlcNAc 転移酵素阻害剤また
はシアル酸転移酵素阻害剤を含む40% 正常ヒト血清
を含む sTSB 中で培養した場合の効果について検証し
た．前実験と同様に，培養時間は培養開始から24時間
と48時間に設定し，産生された ATP 量を測定するこ
とで菌の増殖を評価した．BADGP を2.5 nM ～25 μ
M の濃度で添加して調べたところ，24時間でも48時
間でも，低濃度の検体で有意な増殖の抑制効果が認め
られた（図 2 ）．OSMI-I を2.5 nM ～25 μM の濃度
で添加した場合には，24時間で有意な増殖促進効果
が低濃度で認められ，また48時間では増殖促進効果
は非常に大きくなっていた（図 2 ）．3-Fax-Peracetyl 
Neu5Ac を2.5 nM ～25 μM の濃度で添加して調べた
場合でも OSMI-I を添加した場合と同様に，24時間で
低濃度で有意な増殖促進効果を認め，また48時間では
増殖促進効果は非常に大きくなっていた（図 2 ）．また，
Soyasaponin I を0.05 nM ～0.5 μM の濃度で添加して
調べた場合も OSMI-I や3-Fax-Peracetyl Neu5Ac を
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添加した場合と同様に，24時間で低濃度で有意な増殖
促進効果が認められたが，一方48時間では増殖促進効
果は認められたものの，OSMI-I や3-Fax-Peracetyl 
Neu5Ac ほどの強力な増殖促進効果は認めず，効果は
24時間と同程度であった（図 2 ）．

3 ． 糖タンパク質の合成における GlcNAc 転移酵素阻
害剤ならびにシアル酸転移酵素阻害剤の効果

次に GlcNAc 転移酵素阻害剤またはシアル酸転移酵

素阻害剤が実際に P. gingivalis 菌株において糖鎖付
加を阻害し，糖タンパク質合成を抑制しているのかど
うかについて検証した．P. gingivalis 菌株を GlcNAc
転移酵素阻害剤またはシアル酸転移酵素阻害剤を含む
sTSB 中で24時間培養した後，菌体を破砕して SDS-
PAGE で展開し，糖タンパク質を特異的に染色可能
な試薬を用いて可視化し，糖タンパク質の発現レベル
を評価した．

BADGPを0.25 nM～25 μMの濃度で添加して調べ

図 1 ．sTSB 中における P. gingivalis 菌株の増殖への糖鎖修飾関連酵素阻害剤の影響
P. gingivalis 菌株を糖鎖修飾関連酵素阻害剤を含む sTSB 中で24時間または48時間培養した．菌の増殖は ATP 量を測定
することで評価した． 
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たところ，コントロールの検体における糖タンパク質
の発現パターンと比較して明確な差を認める検体は無
く，BADGP の存在下では糖タンパク質の発現レベル
はむしろ増加していた（図 3 ，右上）．また，全タン
パク質の発現パターンにおいても，BADGP により発
現抑制を受けている様子は伺えなかった（図 3 ，左上）．
また3-Fax-Peracetyl Neu5Ac を0.25 nM ～25 μM の
濃度で添加して調べた場合でも，BADGP を添加した
場合と同様に，コントロールの検体における糖タンパ

ク質の発現パターンと比較して明確な差は認めなかっ
た（図 3 ，右下）．また同様に，全タンパク質の発現
パターンにおいても，3-Fax-Peracetyl Neu5Ac によ
り発現抑制を受けている様子は伺えなかった（図 3 ，
左下）．さらに，OSMI-I と Soyasaponin I を添加した
場合も同様に，コントロールの検体における糖タンパ
ク質の発現パターンと比較して明確な差は認めなかっ
た（データ非表示）．

図 2 ．正常ヒト血清を含む sTSB 中における P. gingivalis 菌株の増殖への糖鎖修飾関連酵素阻害剤の影響
P. gingivalis 菌株を糖鎖修飾関連酵素阻害剤および40% 正常ヒト血清を含む sTSB 中で24時間または48時間培養した．菌
の増殖は ATP 量を測定することで評価した．
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考 察

哺乳類細胞の O- 結合型経路では，O-GlcNAc 転移
酵素により O-GlcNAc が，またはポリペプチド N- ア
シルガラクトサミン転移酵素により N- アセチルガラ
クトサミンが，セリン／スレオニン残基へ付加され，
これに種々の糖転移酵素の働きによりガラクトース
やシアル酸などの結合が続いて誘導されて糖鎖が形
成されていく21, 22）．本研究ではこの O- 結合型経路を
効果的に抑制することが知られている O-GlcNAc 転
移酵素の阻害剤 2 種23, 24）とシアル酸転移酵素の阻害剤
2 種25, 26）を用い，P. gingivalis 菌株に対してどのよう
な影響を及ぼすのか検討した． 4 種の阻害剤の中で
P. gingivalis 菌株の糖タンパク質の合成に抑制効果を
及ぼすものは無かったため，少なくとも P. gingivalis
においてこれらの阻害剤に感受性を示す糖転移酵素は
存在しないと考えられる．

P. gingivalis 菌株をヒト血清を含む培地で培養し
たとき，OSMI-I，3-Fax-Peracetyl Neu5Ac または
Soyasaponin I が存在するとかなり大きな増殖促進効
果が得られることが分かった．本来，哺乳類細胞で糖
転移酵素阻害剤として作用する薬剤が何故このような
効果を示すのか明らかではないが，少なくともこれら
の阻害剤が P. gingivalis の糖鎖修飾機構に影響して
いるようには見えなかったため，これらの機構とは無
関係な非特異的効果により増殖機構に影響すると思わ
れる．驚くべきことに，P. gingivalis 菌株の増殖が10
倍近くも促進されているケースもあり，増殖が緩徐と
考えられてきた P. gingivalis は何らかの薬剤や刺激
が加わることで急激に増殖する潜在能力を持つことが
示唆され，非常に興味深い．慢性歯周炎発症との関連
性を含め，このような P. gingivalis の能力について
検討する必要があると考えられる．

図 3 ．糖鎖修飾関連酵素阻害剤存在下での糖タンパク質合成
P. gingivalis菌株を糖鎖修飾関連酵素阻害剤を含むsTSB中で24時間培養した後，菌体を破砕してSDS-PAGEで展開した．
糖タンパク質は ProQ emerald 300染色により検出し，また CBB 染色より全タンパク質を可視化した． 
M：マーカー，MG：糖タンパク質染色用マーカー
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結 論

P. gingivalis 菌株の糖タンパク質合成に対して影響
を及ぼす阻害剤が無かったため，本研究により，P. 
gingivalis の有する O- 結合型経路の詳細を明らかに
することはできなかった．今後の研究では，糖転移酵
素を特定して欠損株を作製するなど，アプローチの
方法を根本的に見直して研究を進める必要があると
考えられる．一方，本研究で用いた阻害剤による P. 
gingivalis の増殖促進効果は興味深いものであるため，
今後メカニズムを追及する必要性があると思われる．
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