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研究成果の概要（和文）：S. anginosusと口腔の扁平上皮癌との関連が示唆されている．また，AIDの上皮細胞におけ
る異所性発現が細胞の癌化に関与するとの報告がある．本研究では，S. anginosus感染と口腔癌発症機序の解明を目的
として，癌組織への本菌の感染とAID発現誘導の関連を検討した．その結果，口腔癌組織においてS. anginosus感染と 
AID発現に関連性が認められ，また，本菌由来抗原により培養細胞にNF-kB の活性化が認められた．以上の成績より， 
S. anginosus感染は口腔の上皮細胞にNF-kBを介してAID発現を誘導し，口腔扁平上皮癌発症に関連している可能性が強
く示唆された．

研究成果の概要（英文）：Streptococcus anginosus infection could be closely related with oral squamous cell
carcinoma.  Recent studies suggested that the aberrant expression of AID in the epithelial cells could re-
sult in the generation of nucleotide alterations in tumor-related genes and possible malignant transforma-
tion of the AID-expressing cells. In this study, the involvement of S. anginosus infection and the AID ex-
pression in oral cancers was assessed. S. anginosus DNA was frequently detected in the oral squamous cell 
carcinoma, and the relatively higher AID expressions were observed in the cancerous region. The stimula-  
tion with S. anginosus antigens could induce the NF-kB activation and AID expression in cultured cell li- 
nes. Taken together, S. anginosus infection could be closely related with the AID expression in the oral  
squamous cell carcinoma. 
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１．研究開始当初の背景 

 口 腔 レ ン サ 球 菌 の 一 菌 種 で あ る

Streptococcus anginosusは 1998年，Sasaki, 

H.らにより同菌のゲノム DNA が，胃および食

道の扁平上皮癌組織中から高頻度で検出さ

れることが報告された．さらに，近年，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 ． Activation-induced cytidine 

deaminase (AID) は抗体の多様性を作り出す

ためB細胞の遺伝子に変異を誘導する酵素で

通常 B 細胞でしか働かない．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．また，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． 

   

２．研究の目的 

 本研究においては，S. anginosusの口腔癌

発症機序の解明を目的として，癌組織への本

菌の感染および AID 発現，さらに株化上皮細

胞への S. anginosus 菌体および菌由来生理

活性物質（培養上清から精製したものとその

組み替えタンパク質）による AID 発現誘導，

および細胞内シグナル伝達系について検討

し，細菌性生物発癌における AID の異所性発

現の関与と役割を明らかにする． 

 

３．研究の方法 

1) 口腔癌組織における S. anginosus感染と

AID 遺伝子発現 

  口腔癌組織を材料として Wizard（Promega）

を用いてゲノム DNA を抽出した． S. 

anginosus に特異的なプライマーを用いて

PCR を行い，S. anginosus遺伝子を検出し感

染 状 況 を 検 討 し た ． さ ら に ， RNeasy 

kit(QIAGEN)を用いてRNAを抽出し,サイバー

グリーンを用いた real time PCR を実施し癌

組織におけるAID遺伝子の発現量を定量化し

た． 

2) S. anginosus 抗原刺激株化培養細胞にお

ける AID 発現解析 

 初代培養ヒト口腔上皮細胞，マウスマクロ

ファージ様細胞株（RWA），ヒト咽頭上皮細胞

株（HEp-2）と舌癌由来株化上皮細胞（DOK）

を S. anginosusあるいは S. anginosus 由来

生理活性物質（SAA）で刺激し，以下の点に

ついて解析した．①各細胞から RNA を抽出し

AID遺伝子発現をリアルタイムPCRで，また，

細胞の SDS-PAGE およびウエスタンブロッテ

ィングで AID タンパク質の発現を解析した．

②各細胞内シグナル伝達系について，NF-κB

は IκBαの分解すなわち，刺激後の細胞を

SDS-PAGE 後に抗 IκBα抗体を用いウエスタ

ンブロッティングで，さらにディユアルルシ

フェラーゼアッセイで検討した．JAK/STAT 系

もリン酸化抗体を用いて同様に解析した．③

各細胞からのサイトカイン遺伝子発現（TNF-

α，IL-8）を定量 PCR で検討した． 

3）生理活性物質 SAA 遺伝子の同定，クロー

ニングおよび組み替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，ウエスタンブロッ

ティングで確定されたスポットをアミノ酸

シーケンサーあるいはLC-MSを行い同定する．

既に報告がある S.  anginosusの全ゲノム情

報に基づき SAA の遺伝子を特定し，全長をベ

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 遺伝子をクローニングしたベクター

(pGEX-4T/2)を大腸菌(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．  

4）リコンビナント SAA の AID およびサイト

カイン誘導活性の解析 

  各培養細胞に対して，リコンビナント SAA

で刺激した際の AID 発現，細胞内シグナル伝

達系，サイトカイン産生を定量 PCR，ウエス

タンブロッティング等の手法を用いて検討

した． 

 

４．研究成果 

1）口腔癌組織における S. anginosus感染と

AID 遺伝子発現 

 口腔癌組織からの S. anginosusゲノム DNA

検出については，DNA 抽出キットを用いて調

整したDNAサンプルについて菌種特異的プラ

イマーを用いて本菌の存在を 16 例中 9 例で

確認した．さらに，RNeasy kit を用いて RNA

を抽出後，逆転写，リアルタイム PCR を実施

し AID 遺伝子の発現量を定量化した．その結

果，口腔癌組織 16 例中 8 例において S. 



anginosus感染とAID発現が同時に認められ，

両者には有意の関連性が認められた．  

2) S. anginosus 抗原刺激株化培養細胞にお

ける AID 発現解析 

 初代培養ヒト口腔上皮細胞，マウスマクロ

ファージ様細胞株（RWA），ヒト咽頭上皮細胞

株（HEp-2）と舌癌由来株化上皮細胞（DOK）

に対し S. anginosus 菌体および菌由来抗原

（SAA）刺激で，AID 遺伝子の発現誘導が認め

られた．また，ECL ウエスタンブロッティン

グによる細胞内シグナル伝達系の解析では，

RAW細胞において明確なNF-κBの活性化が認

められたが，他の細胞でのシグナルは弱かっ

た．そこで，ルシフェラーゼ発現ベクターを

用いたデュアルルミノールアッセイを行っ

たところ，NF-κB の活性化誘導を DOK, GEC

においても明確かつ定量的に明らかにする

ことができた．これらのことから， S. 

anginosus による上皮細胞（DOK, GEC）から

の AID発現誘導に NF-kB の活性化が関与して

いる可能性が示唆された．  

3)  SAA 遺伝子の同定，クローニングおよび

組み替えタンパク質の作製 

 SAA のクローニングならびにリコンビナン

トタンパク質の発現については，精製 SAA を

二次元電気泳動後，特異抗体と反応するスポ

ットを LC/MS 解析した結果，既存の S. 

anginosus 由来タンパク質と同定できた．遺

伝子の解析をゲノムライブラリーから検討

し，本遺伝子を発現ベクターにクローニング，

さらには大腸菌を用いたリコンビナントタ

ンパク質の発現にも成功した．  

4) リコンビナント SAA の AID およびサイト

カイン誘導活性の解析 

 培養上皮株化細胞（DOK）へのリコンビナ

ント SAAによる AID遺伝子発現について定量

PCR で検討したところ，有意な発現誘導が認

められた．さらに，リコンビナント SAA を用

いて他の生物活性について検討したところ，

株化上皮細胞に対する AID 発現誘導に加え，

IL-8，TNFα等の サイトカイン mRNA 発現を

強力に誘導することが明らかとなった．また，

マウスマクロファージ系の細胞株（RAW）あ

るいはマウス腹腔滲出細胞に対し，一酸化窒

素（NO）や炎症性サイトカイン産生誘導が認

められた． 

 

 これら S. anginosus 由来抗原 SAA の多岐

にわたる生物活性が感染局所での慢性炎症

から AID の異所性発現を誘導し， S. 

anginosus による感染発癌を惹起する可能性

が強く示唆された． 
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