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研究成果の概要（和文）：正常ヒト歯肉上皮細胞をS. anginosus SAAで刺激するとmRNAレベルでのAID異所性発
現が認められた．さらにSAAの連続刺激によりAIDタンパク質の異所性発現も認められた．ウエスタンブロット，
LC MS/MSによりSAAを同定したところTyrosine-tRNA synthetaseと同定された．リコンビナントSAAを用いて
J774.1を刺激した結果，S. anginosus菌体より精製したSAA同様，誘導型一酸化窒素合成酵素(iNOS），TNFαの
mRNA発現誘導が認められた．SAAにより歯肉上皮細胞でNF-κBの活性化が認められ，その阻害剤によりAID発現が
抑制された．

研究成果の概要（英文）：In this study, the aberrant AID expressions in the primary cultured gingival
 epithelial cells after stimulation with SAA, a bioactive antigen of S. anginosus, was investigated.
 The stimulation of the cultured cells with SAA could induce the NF-kB activation and aberrant AID 
expression in all the epithelial cells tested, and the addition of an inhibitor of NF-kB activation 
abrogated the aberrant AID expression. In addition, to identify the proteins in bioactive fractions 
of SAA, we used proteome analysis with two-dimensional gel electrophoresis and LC-MS/MS. The SAA was
 identified to tyrosine aminoacyl-tRNA synthetase. When the recombinant protein of SAA stimulated 
the macrophage cell line, J774.1, this recombinant protein produced NO and expressed induced NO 
synthetase (iNOS) mRNA. Thus, S. anginosus infection could be closely related with squamous cell 
carcinoma.

研究分野： 分子微生物学

キーワード： AID　Streptococcus anginosus　bacterial infection　carcinogenesis
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研究成果の学術的意義や社会的意義
放射線，化学物質およびウイルス感染という発癌因子に比べ，細菌感染による発癌研究の歴史は浅い．これまで
は感染によって過剰に産生される活性酸素や一酸化窒素などの分子によるDNAへの傷害が発癌要因の中心と考え
られてきた．本研究により，S.anginosus感染により遺伝子を直接変異させる能力のある酵素“AID”の発現，動
態が明らかとなり，生物発癌発症機序の研究領域へ波及効果が期待できる．さらに，口腔癌予防ワクチンとして
のS. anginosusのSAAを用いた粘膜ワクチンやAID活性化阻害剤による口腔癌治療薬の開発につながることも期待
される．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

活性化誘導シチジン脱アミノ酵素（Activation-induced cytidine deaminase；AID） は抗

体の多様性を作り出すため，抗原刺激を受けた B 細胞内に遺伝子変異を誘導する酵素で通

常 B 細胞でしか発現しない．しかし，AID のトランスジェニックマウスでは胃癌，肺癌，

リンパ腫などを起こす頻度が高いことが明らかとなっている．2007 年，Matsumoto らは，

H. pylori に感染したマウスの胃粘膜上皮細胞で AID が過剰発現していることを見いだし，

感染による発癌機構に AID の上皮細胞への異所性発現が関与していることを示唆している．

一方，我々を含む複数の研究グループにより本菌と口腔癌を含む頭頸部癌との関連も報告

されている．さらに我々は，S. anginosus の菌由来生理活性物質 SAA（マウスマクロファ

ージに対して MAPK の活性化を通じて NO および炎症性サイトカイン TNF-α，IL-1β，

IL-6 の産生を誘導する強力な免疫生理活性物質）で株化上皮細胞を刺激すると AID 遺伝子

発現が誘導されることを in vitro の系で明らかにしている．  

 

２．研究の目的 

In vivo の癌組織中, in vitro の株化上皮細胞のいずれの系においても S. anginosus 感染と

AID 発現に関連が認められていることから，正常歯肉上皮細胞を対象に，S. anginosus に

由来する生理活性物質 SAA で刺激した際の AID 発現を，遺伝子並びにタンパク質レベル

でも明らかにし，さらに，SAA を同定，組み換えタンパク質を作製して，癌原性口腔レン

サ球菌の発癌機序の詳細を以下の検討からか明らかにすることを目的とした． 

 

(1）正常歯肉上皮細胞におけるAID発現をSAAで刺激した上皮細胞について，定量PCRやウエ

スタンブロッティングで検討し，AIDの遺伝子およびタンパク質レベルでの発現誘導を明ら

かにする．  

(2）SAA タンパク質を同定しその遺伝子をクローニングして，組換え体タンパク質を作製

する．さらにその分子構造から活性ドメインの検索も行う． 

(3）SAA による正常歯肉上皮細胞における AID 発現の活性化経路を細胞内シグナル伝達経

路から検討する．  

 

３．研究の方法 

(1）正常ヒト歯肉上皮細胞における AID 発現 

正常ヒト歯肉上皮細胞を S. anginosus 菌体由来生理活性物質 SAA で刺激し，上皮細胞か

ら RNA を抽出し cDNA に逆転写後，AID 遺伝子発現をリアルタイム RT-PCR で，また，

AID タンパク質の発現を抗 AID 抗体を用いたウエスタンブロッティングで解析した． 

(2）SAA 遺伝子の同定およびクローニングと組換えタンパク質の作製 

① SAA の同定と遺伝子クローニング 

SAA を二次元電気泳動し，特異抗体を用いてウエスタンブロッティングで確定されたス

ポットを LC-MS/MS で同定する．既に報告がある S. anginosus のゲノム情報に基づき

SAA の遺伝子を同定し，ベクターにクローニングした．  

②リコンビナント SAA の作製 

SAA をクローニングした発現ベクター(pGEX-4T)を大腸菌(XL1-blue)に導入 GST 融合タ

ンパク質としてリコンビナント SAA を作製した．組み換えタンパク質は全長（aa1-a418）



に加え，aa199-aa418，aa299-aa418 の分断さ

れたものも作製した．（右図） 

(3）SAA の歯肉上皮細胞内シグナル伝達経路の

解析：細胞内シグナル伝達系について，NF-κB

の 活 性 化 を pGL4.32[Luc2p/NF-kB-

RE/Hygro]Vector を用いたレポーターアッセイ

によるルシフェラーゼアッセイで検討した．す

なわち，歯肉上皮細胞にベクターをトランスフ

ェクトし，SAA 刺激後の NF-kB 活性化による

発光の強度を計測した．さらに，各種阻害剤を用いることで活性化される細胞内シグナル

伝達経路を明確にし，また，細胞内シグナルを阻害することが AID 発現に及ぼす影響も

同時に検討する． 

 

４．研究成果 

(1）正常ヒト歯肉上皮細胞における AID 発現の解析 

S. anginosus 菌由来精製生理活性物質 SAA の正常歯肉上皮細胞への AID mRNA 発現誘導

を認めた．一方，SAA の単回刺激によって正常ヒト歯肉上皮細胞で有意の AID mRNA 発現が

誘導されたが，今回の条件下では AID タンパク質発現は観察されなかった．しかし SAA の

連続刺激を行った結果，4 週後まで AID mRNA 発現が認められ，4 週後には AID タンパク質

の異所性発現が認められた．すなわち，正常ヒト歯肉上皮細胞を SAA で刺激すると mRNA レ

ベルでの AID 異所性

発現が認められるが，

SAA の連続刺激によ

りさらに増強され，

AID タンパク質の異

所性発現に至ること

が明らかとなった．

（右図） 

 

(2）さらに，SAA の同

定と遺伝子クローニングを行った．すなわ

ち，SAA を二次元電気泳動し，特異抗体を

用いてウエスタンブロッティングを行っ

た．抗体と特異的に反応したスポットを切

り出し LC-MS/MS を行い解析した．（右図）

その結果，既に報告がある S. anginosus の

ゲノム情報から SAA は菌体のタンパク質

合成に関わる酵素の一つである Tyrosine-

tRNA synthetase(Tyr-tRNA synthetase と

同定された．SAA タンパク質の遺伝子全長

を発現ベクター(pGEX-4T)に組込み大腸菌

(XL1-blue)に導入し GST 融合タンパク質



としてリコンビナント SAA を作製した．リコンビナント体を用いて J774.1 を刺激した結

果，誘導型一酸化窒素合成酵素(iNOS），TNFαの mRNA 発現誘導が認められた．さらにこの活

性は，組換え変異体および加熱

処理により消失した．次に全

長，aa199-aa418 及び aa299-

aa418 の分断されたリコンビ

ナント体を用いて iNOS の発

現を評価したところ，aa299-

aa418 でのみ活性誘導が認め

られなかったことから，SAA

の 活性ド メイン は aa199-

aa299 にあるケモカイン様モ

チーフに存在する可能性が示

唆された．（右図） 

 

また，各口腔レンサ球菌における Tyrosine -tRNA synthetase の局在を検討したところ，S. 

anginosus では主に菌体外画分で認められたのに対し，他の口腔レンサ球菌では菌体外画

分で認められなかった．（下図）  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(3）SAAによる細胞内シグナル伝達系について，歯肉上皮細胞でNF-κBの活性化が認められ，

その阻害剤によりAID発現が抑制されたことから，本生理活性物質による正常歯肉上皮細胞

へのAID発現にNF-kB活性化の関与が示唆された．（下図） 
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