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　StrePtococcus　anginosus 　lpt．染が rl腔扁平 上 皮癌 と深 く関連 して い る こ とが 示唆 され て い る が．そ の 発

癌機序 に つ い て は未 だ 明確 に は な っ て い な い ．最 近 の 研 究か ら， ヒ皮細胞 に お ける 活性化誘導 シ チ ジ ン

脱 ア ミ ノ 酵 素 （AID ；activation −induced　cytidine 　dearninase＞の 異所性発現が癌関連遺伝子 に 変異 を 誘発

し，癌化へ と繋が る 可 能性が 示 唆 され て い る．そ こ で 本研究で は，17例 の 口 腔癌患者か ら組織サ ン プ ル

を採取し，口 腔扁
Llえ上 皮癌 に お け る S．　anginoszts 感染 と AID 異所性発 現 の 有 無 とそ の 関 連 性 に つ い て，

菌種特異的 PCR お よ び rea1 −time　RT −PCR を用 い て 検討 した．さ ら に、3種の 株化 E皮細胞 とヒ ト正常

歯肉上 皮 細 胞 を用 い て ，．S．　anginosus 由来 の 特異的生理 活性物質で ある SAA に よ る刺激後 の ，　A 工D 異所

性発 現 とNF 一
κ B の 活性化 に つ い て real−time　RT −PCR と dual　luciferasc　assay を用 い て 検言」した，そ の

結果 ，今 ［周調 べ た 口 腔 扁平 E皮癌組織 中 で は S．anginosus 感 染 （47％ ） と AID 異 所性発現 （41％）が と

もに 高 頻 度 で 観察 され る こ と，∫．anginosus 感染と AID 異所性発現 の 聞に 有意の ［1｛の 相関関係 が あ る こ

とが 明 らか とな っ た，培養上皮細胞 を用 い た 実験 か らは，調べ た すべ て の 培養上 皮細 胞 に お い て SAA

刺激に よ りNF 一
κ B 活性化 と AID 異所性 発 現 が 誘導され る こ と、さ ら に，　NF 一κ B 阻 害剤 の 添加 に よ り

AID 異所性発現 の 抑制 が 認 め られ る こ とが 明 らか とな っ た．以上 の 結果 よ り，5，砌 g伽 ∫郷 感染 は，そ

の 特異抗 原 に よ る AID 異所「生発現の 誘導 を通 じて，口腔扁平上 皮癌 の 発症 に 深 く関連 して い る こ とが

示 唆 され た．

The　in＞olvement 　of　Streptococcus　 anginosus 　infection　 and 　the　 aberrant 　activation −induced　 cytidine

dealninase（AID）expression 　in　hu【nan 　oral 　squamous 　cell　carcinoma
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凵 腔扁平上 皮癌 に おける S．anginosus 感染 と AID 異所性発現

言

　StrePtOCOCCUS　anginOSUS は条件さ え整 えば膿

瘍，感染性心内膜炎の 起炎菌ともなる
1−tt）

が，通

常は ヒ トプラ
ー

ク中に常在す る病原性の 低 い 細

菌 で あ る と長 ら く考 え られ て きた， しか し

1995年 に胃，1998年に食道の 扁平上 皮癌組織

か ら S．anginosus の ゲ ノ ム DNA が高頻度で検

出 され る こ と，近 傍 の 健 常 組 織 中 に は S．

anginosus の 感染が み られ な い こ と が 明 らか に

され て 以来，UelicobacterPylori同様，発癌 （感

染発 癌）に関与する原因細菌の
一

つ として 注 目

され る に至 っ て い る
5・7 ）．そ の 後 我 々 を含め

た複数の研究グ ル ープが行 っ た口腔癌組織サ ン

プ ル を対象 と した観察結 果か ら，S．　anginosus

感染が 口腔癌，特 に 口腔扁平上皮癌 に関連する

こ とが強 く示唆 され て い る
呂
．1°）

．

　H ．Pyloriの 感染発癌の 機序に つ い て は必 ず

しも明確では ない が，そ の 生理活性物質であ る

cytotoxin −assQciated 　gene 　A （CagA ）が タイプ

エ〉分泌機構に よ っ て 胃粘膜上 皮細胞内に注入 さ

れる と，細胞内情報伝達系 を撹乱 して 胃粘膜 で

多彩なサイ トカ イン，ケ モ カ イ ンある い は
一酸

化窒素の 過剰産生が誘導 され，最終的に胃癌発

症 に つ な が る と い う機 序 が 考 え ら れ て い

る
IL噸 ．もう一

つ の H ．　Pyloriに よ る感染発癌

の 機序 と して ，最近の 研究から，胃上皮細胞 に

お け る 活 性 化 誘 導 シ チ ジ ン 脱 ア ミ ノ 酵 素

（AID ：activation −induced　cytidine 　deaminase）

の 異所性発現 が挙 げ られて い る
1s’
．ヒ トの B

細胞 は無数の 抗原に反応する多様な抗体 を産生

する た め に，抗原刺激 を受けた場合，抗体遣伝

子 の 体細胞高頻度突然変異 （体細胞超変異） と

ク ラ ス ス イ ッ チ組換 え とい う 2 種類の DNA 改

編 をそ の 細胞 内で 行 っ て い る．こ の 2 種類 の

DNA 改編を制御する の が AID で ，現在判明 し

て い る唯一
の 遺伝子編 集能を も っ た酵 素で あ

る． した が っ て ，AID は通常，抗 原刺激 を受け

た B 細 胞で の み発現 し，抗体遺伝 子に 関わ る

DNA だ け に特 異 的 に DNA 切 断／ 改編 を行

う
19−2L〕

．AID は ゲ ノ ム DNA に積極 的 に変異

27

を導入する分子 である こ とか ら，B 細胞以外の

細胞で の発現 ，すなわ ち異所性発現が起 こ れ ば，

ゲノ ム の 不安定化や染色体の 転座 さ らには発癌

に もつ なが る可 能性が ある ．実際，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
1巳 22〕，そ れゆ え．UPylori 感染に よ る

AID の 異所性発現は，上述 の 炎症反応 の 誘導に

よる機序 とは異 なる新た な H ．Pylori感染に よ

る胃癌発症機序 と して 注 目され て い る．

　∫．anginosus に よる感染発癌 の機序 に つ い て

は，こ れ まで の と こ ろ，ほ とん ど検討が進 め ら

れ て お らず，口 腔 扁 平 上 皮 癌 に お け る S．

anginosus 感染 と AID 異所性発現 の 関連性 を

明らか に した報告はな く，また，in　vitro 実験 系

で上皮細胞 へ の S．anginosus 感染と AID の 異

所性発現 との 閧連性を検討 した報告 もな い ．

　 こ れ ま で 我々 の 研 究 グ ル ー プ で は，S．

anginoszas が 本 菌 種 に 特 異 的 な菌 由 来抗 原

SAA （マ ウス マ ク ロ フ ァ
ージ に対 し NO 産生 を

誘導する熱感受性の タ ン パ ク質部分 と炎症性サ

イ トカ イ ン の 産生 を誘導する多糖部分 か らな る

S．anginosus に特異的な免疫生 理活性物質〉 を

産 生 し，マ ウ ス マ ク ロ フ ァ
ー

ジ に 対 し て

mitogen ・activated　protein　kinase（MAPK ）の

活性化 を通 じて
一
酸化窒素お よび炎症性サ イ ト

カイ ン （TNF 一α ，　 IL−1　p，　IL−6）の 産生 を誘導す

る こ と を報 告 した
zn・　24 ）．上 皮 細 胞 に 対 す る

SAA の 作用に つ い て は検討 を行 っ て い な い が ，

口腔 レ ン サ球菌の うち S．anginosus の み が特異

的 に 口 腔扁 平上 皮癌 に 関連 す る と の 観 察結

果
s’1°．25）

を勘案すれ ば，他 の 口腔 レ ン サ球菌種 で

は 見 られ な い SAA が ヒ皮細胞 に お ける AID

異 所 性 発 現 を誘 導す る 可 能 性 は 高 い ．S．

anginosus 感染 に よ り上 皮細胞 で AID 異所性

発現が誘導され る とすれ ば，明確 な炎症反応 を

惹起 しない S．anginosus の よ うな常在細菌の 感

染が如何 に して
’
DNA の 修復に影響を及ぼす発

癌 因子
’
とな り得 る の か と い う問 い に対す る

一

つ の 答 となる可能 性があ る．

　そこ で 本研究で は tS ．　anginosus に よる 口 腔
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28 岩崎　賢介，松本　直子．佐 々 木　実

扁牲 L皮癌発症機庁；の 解明を 目的 と して ， ヒ ト

冂 腔 扁平上 皮癌組織 中 の S．ω 癬 〃 o ∫〃 ∫ の 感染 と

AID 異所性 発現お よ びそ の 関連性に つ い て 検

討 した．さ ら に，株 化 ヒ皮細 胞 を 用 い た in

vitro 実験系 で SAA に よる AID の 異所性 発現

誘導 と そ の 上 皮細胞内 シ グ ナ ル 伝達系に つ い て

検討 した．

材 料 と 方 法

1，口 腔癌組織の 採取お よび核酸の精製

　岩 手医科大学 附属病 院歯科医療セ ン ター
冂腔

外科 を受診 した
一次症例の 凵腔瘋患 者で こ れ ま

で癌治療 を受けて い な い 者の うちイ ン フ ォ
ーム

ドコ ン セ ン トを得た患者か ら、牛検時ある い は

手術時に 口 腔癌組織 を採取 した ‘岩手医科 左学

歯学部倫理委員会承認番号 ：01177）．対象患者

は 男性 10 名，女性 7 名で ，年齢 は 48 歳か ら 84

歳，平均 年齢は 70．0 歳 で あ っ た．発症 部位は舌

8 例，歯 肉 9例 で、stage 分類 で は srage 　 Iが 5

名，stage 　H が 8 名，　 Stage　lVが 4名で あ っ た，

病理学的検査 で は採取 した組織はすべ て 扁平上

皮癌 と診断され た．

　図 1 に示す よ うに 目 腔扁平 E皮癌 の 病変部組

織お よ び 近傍 の 正常組織か ら組 織 サ ン プ ル を採

取 し、Allpretect　Tissue　Reagent 〔QIAGEN 　Co．，

Ililden，　Germanv）中に 4℃で保存 した．病変部

組織 サ ン プ ル お よ び 正常組織か らの 対照組織サ

ン プ ル （ともに重量≦ 30mg ｝ を細か く裁断 し，

DNA ／RNA 精製用キ ッ ト ［AIIPrep　DNA ／

’RNA

Mini　Kit （QIAGEN ）］を用 い て マ ニ ュ ア ル に従

い DNA と RNA を精製 した．

2 ．口腔扁平上皮癌組織における S．　anginosus

　感染の検討

　精製 した病変部組 織 の DNA を川 い て PCR

に よ り S．ω 卸 〃 o ∫薦 感染 を検 討 した．す なわ

ち．DNA 　50　 ng ，　 PrimeSTAR 　 Max 　DNA

Polymerase 〔タ カ ラ バ イ オ，大 津），　 S．

a ）lgi｝lo∫us 菌種署
’i』異的 primer 〔表 1）の 丘〕rward

お よ び reverse そ れ ぞれ 0．5 μ M か らなる 反応

液を作製 し PCR を行 っ た，　 PCR は 96℃ 10 秒，

58℃ 15 秒．72℃ 45 秒 を 1 サ イ ク ル と して 30

サ イ ク ル 行 っ た．PCR 産物 は エ チ ジ ウ ム ブ 日

マ イ ド含有 3％ ア ガ ロ
ー

ス ゲ ル を用 い て 電 気泳

動を行い ．　トラ ン ス イ ル ミネーターを用 い て バ

ン ドを検出 した．

3 ，口腔扁 平 上皮癌組織にお ける AID 異所性

　発現の検討

　病 変 部組織 と正 常対照 組 織か ら精 製 した

RNA を 用 い て real −tilne　RT −PCR に よ り AID

異所性発 現 を検討 した．RNA は 50μ 9／ml と

して PrimeScripil
’
コ’ RT 　Master　Mix （タ カ ラ バ

イ オ ） を 用 い て 逆 転 写 し た．cDNA ］OO　ng ，

SYBR ’Prelnix　Ex　TaqT） L
　H （タ カ ラ バ イ オ），

A 工D に特異的な primer （表 1）の forward お よ

び reverse 、対照 と して GAPDH の pri皿 er （表

1） の forwardお よ び reverse それ ぞれ 0．4μM

カ［1え，Thermal　Cycler　Dice
』Real　Time 　System

Single（タ カ ラ バ イオ 〉に よ り rea1 −Ulne　PCR を

行 っ た．PCR は 95℃ 30秒 hot　start ，95℃ 5秒，

60℃ 30 秒 で 40 サ イ ク ル 行 っ た ，結 果 は

Miyazakiら
L’L’

の 方 法 に 準 じ て AID の 値 を

表 1 本研 究 に AIい た プ ラ イマ ー

図 1 病 変 部組 織 サ ン プ ル お よび 対 照 組織サ ン プ

　 ）レび）手乖月叉　「『一一イ歹1∫〕

　得 ら れた II腔扁平 L皮癌組織 よ 明 1埼変祁組織 サ

ン プ ル お よ び正 常組織 か ら対照組織 サ ン プ ル を採

取 した．

　 Target　　　　　　　　　　　　　　　　　　primer　sequence
Sntrglnosus 　fowrard 　　5

’−GAACGGGTGAGTAACGCG 丁AGGTA −3’

　 　 　 　 reverse 　　5
’−AAGCATCTAACATGTGTTAC （TAC −3’

　 A 【D　　　fewrard　 5
’−CACCCTCAATCAATGGGTTGCATGTCTG −3’

　 　 　 　 reverse　　5
’−CTGATTGGCA 丁TTCTGAGTGAAG −3’

GAPDH 　　fowrard 　 5
’−GCAGCACOAAGGCTGAGAAC −3’

　 　 　 　 re 》 erse 　 5
’−TGG 丁GAAGACGCCAGTGGA −3’
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口腔扁平上皮癌 に おける S，anginosus 感染 と A工D 異所性発現

GAPDH の 値で補正 し，対照組織で の 値 を超 え

る場合 を AID 異所性発現陽性 とした．

4 ．株化上皮細胞およびヒ ト正常歯肉上 皮細胞

　 とその培養

　粘膜上皮細胞 として は，ヒ ト舌癌由来株化細

胞 EC94122104（DQK 細胞 ；大 日本住友製薬株

式 会 社 ，大 阪），ヒ ト 胃 癌 由 来 株 化 細 胞

EC94042256 （HGC −27細胞 ；大 日本住友製薬株

式会社）および ヒ ト喉頭癌 由来株化細胞 ATCC

CCL −23株 （HEp −2 細胞 ；大 日本住友製薬株式

会社）を用 い た．DOK 細胞 は，10％ （v ／v ）ウ

シ 胎 児血清 （FBS ；Invitrogen　Co．，　Carlsbad，　CA ，

USA ），100　U／ml ペ ニ シ リ ンー100　p　g／rnl ス トレ

プ トマ イシ ン （ペ ニ シ リ ン ・ス トレ プ トマ イ シ

ン 液 ；S工GMA −ARDR 工CH ，　St．　Louis，　MO ，　USA ），

5 μ g／ml の ヒ ド ロ コ ル チ ゾ ン （SIGMA −

ARDRICH ）を含む Dulbecco
’
s　modified 　Eagle

’
s

medium （DMEM ；Life　Technologies，東京）培

地 で ，HGC −27 細胞は 10％ （v／v）FBS ，ペ ニ シ

リ ン ・ス ト レ プ トマ イ シ ン 液．1％ Non −

essential 　amino 　acid （Life　Technologies）を添

加 し た Eagle
’

s 皿 inimum 　 essential 　 medium

（EMEM ；Life　TechnolQgies）培地で ，　 HEp −2 細

胞は，DMEM 培地に 10％ （v ／v ）FBS ，ペ ニ シ

リン ・ス トレ プ トマ イ シ ン 液 を添加した培地 で，

37℃，5％ CO 、

− 95％大気 の 条件 で培養 ・維持

した．また，ヒ ト正常歯肉上皮細胞 （GEC 細胞）

は本学歯科保存学講座歯周療法学分野　八重柏

隆 教授よ り恵 与された もの を用 い た，実験 に

は 4代 か ら 6 代の 細胞 を用 い た，GEC 細胞の

維持 ・培養 に は，10％ （v ／v ）FBS ，　 Supplement

S7 （Life　Technologies），ペ ニ シ リ ン
・

ス ト レプ

トマ イ シ ン
・ア ン ホ テ リシ ン B 液 （和光純薬，

大阪）を含む EpiLife（Life　Technologies）培地

を用 い た．

5 、S．∂nginosus の生理活性物質，　 SAA

　生 理 活性物質 と し て は S．anginosus 　NCTC

lO713株培養上清か ら精製 した菌由来生理活性

物 質 SAA23・24） を用 い た ．　 SAA を オ ー ト ク レー

プ処理 し，SAA の heat−labile　portionを不活化

した heated−SAA を作製 した．ま た，マ ク ロ

29

フ ァ
ージ に 対 す る作用 が SAA の heat−stable

portionと
一

致する RRA 抗原 を，既￥R23・24） に従

い ，S．　anginosus 全菌体 か ら調製 した．陽性対

照 と して は Miyazaki らの 報告
2fi）

で 株化上皮細

胞 に AID 異所性発現 を誘導する こ とが 示 され

て い る　TNF −a （Miltenyi　 Biotec，　 Bergisch

Gladbach，　Germany ）を用 い た．

6．SAA による株化上皮細胞および ヒ ト正 常

　歯肉細胞の AID 異所性発現誘導

　SAA に よる AID 異所性発現誘導の 至適培養

時 間，至 適 SAA 量 を 明 らか に す る 目 的 で ，

DOK 細胞 を 12−well マ イク ロ プ ラ ス チ ッ ク プ

レ ート （Nunc ，　Roskilde，　Denmark ）に 1xIO3

／well 播種 し，前培 養 24 時 間 後，　 SAA （0，1
〜100 μ g／ml ），あ る い は 陽 性対 照 の TNF 一

α

（IO〜loe　ng ／ml ）で 刺激 し，0〜48時間培養 し

た，培 養 終 了 後、real −time　 RT −PCR に よ り，

AID の 異所性発現誘導 を検討 した．結果は ，得

られた AID の 値 をそれぞれの GAPDH の 値で

補正 した値 を，刺激群 と PBS 処理 の 対照群 と

で 算出 し，対照群 に対する刺激 群 の 百分 率で 表

した、他 の 上 皮細胞株 （HGC −27 細胞，お よび

HEp −2 細胞），な らび に GEC 細胞 に つ い て も，

同様 の 方法で SAA に よ る AID 異 所性発現 誘

導につ い て検討 した ．さらに SAA に よ る AID

異所性発現誘導の 機序を明 らか に する 目的 で ，

TNF 一
α 産 生 誘 導 に 関 わ ら な い heat−labile

portionを熱処理 し て 不活化 し た heated・SAA

（10pg／ml ），お よび heat−stable　portionと作用

が
一

致する RRA 抗原 （10 μ g／ml ）を用 い て ，

同様の 方法で AID 異所性発 現 誘導に つ い て検

討 した ．1 回 の 測定 に つ き 3デ
ータ をと り，同

じ実験 を 4 回繰 り返 し行 っ た．

7 ．NF 一
κ B の活性化

　TNF 一
α に よ る AID の 異所 性 発現 誘導に は

nuclear 　facto卜 kappa　B （NF 一κ B）の 活性化が

関与 す る こ とが 示唆 され て い る
16） こ とか ら，

SAA に よる AID 異所性発現 誘導 に関 わる上皮

細胞内シ グ ナ ル 伝達系 を明 ら か に す る 目的で ，

SAA に よる DOK 細胞 お よ び GEC 細胞 で の

NF 一κ B の 活性化 につ い て ，　 Paguioら
271

の方法
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に 準 じ て ，Dua1−Luciferase  Reporter　Assay

Syste皿 （Promega，　 Madison，　 WI ，　 USA ）を用

い て 行 っ た，す なわ ち DOK 細胞 お よ び GEC

細胞 を 96−well マ イ ク ロ プ ラ ス チ ッ ク プ レ
ー

ト

（Nunc）に 2xlO4／well を播種 し 24時聞培養 し

た．pGL4 ．32［luc2P／NF −　K 　B・RE ／Hygro ］Vector

（Promega ），　 pGL4 ． 74　［hRguc／TK ］　Vector

（ProInega）各 1pg お よ び FuGENE ’R） HD

Transfection　Reagent （Promega ）2pl を加え

室 温 で 10分間 イ ン キ ュ ベ ー
トして 反応 液 を調

整 した ．各 well に 反応 液を 5 μ1加 え，5％ CO 、

− 95％大気，37℃ で 24時間培養 し トラ ン ス フ ェ

ク シ ョ ン を行 っ た．各 well に SAA （10　p　g

／Inl ）お よ び陽 ［生対照の TNF 一
α （50　ng ／ml ）を

添加 し，さらに 24 時間培養後，Dual−Luciferas♂

Reporter　Assay　Systemの マ ニ ュ ア ル に従 い 生

じた化学発 光 を ル ミ ノ メ
ー

タ
ー

（Promega ）で

測定 し た ．結果 は NF 一
κ B レ ポ ー ターの 発光

量 を コ ン トロ
ー

ル レ ポ
ー

ターの 発光量で 補正

し，刺激群 と PBS 処理 の 対照 群 との 百分 率で

表 した ．1 回 の 測定 につ き 3 デ
ータ をと り，同

じ実験を 3 回繰 り返 し行 っ た．

8 ．SAA の AID 異 所 性 発現 誘 導 に 対 す る

　NF 一
κ B 阻害剤の影響

　 NF 一
κ B 活性化 と AID 異所性発現 誘導 の 関

連 性を明 らか にす る 目的で ，NF 一κ B 阻害剤に

よる影響を検討 した．す なわ ち，DOK 細 胞お

よ び GEC 細胞 を 12−well マ イ ク ロ プ ラ ス チ ッ

ク プ レー ト （Nunc ）に ！xlO5 ／well 播種，24 時

間培養後，NF 一κ B 阻害剤 SN50（コ ス モ バ イオ，

東京）250ng／ml を添加 し，37℃，5％ CO ，

− 95％

大気の 条件で 2 時間培養 した．培養終了後，培

地 交換 して SN50 を除去 した後，　 SAA に よる

AID 異所性発現誘導 を前述 の 方法で 検討 した．

9 ．統計解析

　病変部組織サ ン プル に おける S．anginosus 感

染 と AID 異所性発現の 関連性は Fisherの 正確

確率検定 を，また培 養細胞 にお ける AID の 異

所性発現誘導お よび NF 一κ B 活性化の 関 連性

に つ い て は Student
’
s−t検定を用 い て解析 した，

結 果

1，囗 腔 扁 平 上 皮 癌 組 織 に お け る S．

　ang ’nosus 感染 と AID 異所性発現の 関連

　性

　被験 17 例にお ける S．anginosus 感染と AID

異所性発 現 の 結果 を表 2 に ま と め た ．被験 17

例 中 8 例 （47％〉で S．anginosus ゲ ノ ム DNA

が検出され ，S．　anginosus の 感染が 認め られ た．

一
方，AID 異所性発現 に つ い て は，7例 で認め

ら れ た （41％），さ ら に ，AID 異所性発現 が 認

め られた 7 例中 6 例で は同時に 5．anginosus 感

染が認 め られた．また，AID 異所性発現 が見 ら

れ なか っ た 10 例中 8 例で は S，anginosus 感染

も認め られ な か っ た．そ の 結果，S．　 anginosus

感染 と AID 異所性発現の 結果が
一

致 しなか っ

た の は 17例 中 3 例 の み で あ っ た．Fisherの 正

確確率検定を行 っ た と こ ろ ，S，砌 g痂 ∫偽 感染

と AID 異所性発現に 有意の 正 の 相関関係が認

め られた （f） ＝0，0129）．

2 ，SAA に よる株化上皮細胞および ヒ ト正常

　歯肉細胞の AID 異所性発現誘導

　SAA に よる 上皮細胞の AID 異所性発現誘導

の 至 適培養時間，SAA 量 に つ い て ，　 DOK 細胞

を用 い て 検討 した 結果，10μg／ml の SAA で 刺

激す る と．陽性対照 と して 用 い た TNF 一
α （50

ng ／ml ）同様，刺激 後 24時 間で有 意 の AID の

異所性発現 が 誘導 さ れ た （図 2）．他の株化上皮

細月包 お よび ヒ ト正常歯肉上皮細 胞 （GEC 細胞 ）

に つ い て も SAA に よ る AID 異所性発現 誘導

に つ い て検討 した結果，SAA は い ずれの 細胞

に 対 し て も有 意 の AID 異所性 発現 誘導能 を示

す こ とが 明らか となっ た （図 3）．

表 2 口 腔 扁 平 上 皮癌 に お け る S、anginoszas 感染

　 と AID 異所性発現

Senginosus ゲ ノム DNA 検出

A 【DmRNA 発現 十 総数

十 6　（3596）　　　　1　（696 ）　　　7　（41％ ）

2 　（1296）　　　　8　（47％ ）　　　10　（59％ ）

総 数 8 （479 も）　 9 （53％ ） 17
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図 3 株化上 皮細胞お よび ヒ ト正常歯肉上 皮細 胞 に お ける AID 異所性 発 現誘導

　　 HGC −27細胞，　HEp −2細胞 お よ び GEC 細胞を SAA （10μ gfmi）．　TNF 一
α （50　ngfml ）で 24時間刺激 し，　 AID

　　 異所性発現誘導 を検討 した．平均値 ± 標準誤差 を 図 に 示 した．★ ； 対照群 に 対 し有意 に 高 い 値を示 した （P

　　 ＜ O．05）．

3 ．SAA に よる株化上皮細胞お よび ヒ ト正 常

　歯肉細胞の NF 一
κ B 活性化 と AID 異所性発

　現誘導

　TNF 一α に よる AID の 異所 性 発現 誘導に は

NF 一
κ B の 活性化が 関与する こ とが示唆 され て

い る こ とか ら，DOK 細胞お よび GEC 細胞を用

い て SAA に よる NF 一κ B 活性化に つ い て 検討

した結 果，GEC 細胞に対 して はば らつ きが大

きく対照群 との 問 に有意差は認め られ なか っ た

もの の ，DOK 細 胞 に 対 し て は SAA お よ び

TNF 一
α の い ずれ の 刺激 に よ っ て も上 皮細胞 内

で有意の NF 一
κ B の 活性化が起 こ っ て い た （図

4a ）．

　そ こ で ，NF 一κ B 活性化 と AID 異 所性発 現

誘導の 関連性 を明 らかに する 目的で ，NF 一
κ B

阻害剤に よ る 影響を検討 した結果，SN50 処理

群で ，DOK 細胞お よび GEC 細胞の い ずれ の 細

胞を対象 と した場合 に も，SAA に よる上皮細
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　 発現誘導

　　 DOK 細胞 を SAA ，　 RRA 抗原，お よ び heated−

　　 SAA そ れ ぞ れ 10pg ／ml で 刺 激 し、　 AID 異 所
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胞で の AID 異所性発現誘導が ほ ぼ完全に抑制

され た （図 4b ）．なお ，結果 には示 さなか っ た

が，TNF 一
α に よ る 上 皮細胞 で の AID 異所性発

現誘導 もSN50 処理で 完全 に抑制 され た．

4 ．SAA お よび SAA 関連抗原による上皮細

　胞での AID 異 所性発現誘導

　SAA は heat−stable 　portionが マ ク ロ フ ァ
ー

ジ か らの TNF 一
α 産生 を誘導す る こ とか ら，上

皮細胞 に 対 して も TNF 一
α 産生 を誘導 し，産生

され た TNF 一
α が autocrine に働 い て NF 一κ B

活性化，AID 異所性発現誘導を惹起する可能性

があ る ．そ こ で ，TNF −a 産 生誘導 に 関 わ らな い

heat−labile　portion を 熱 処 理 し て 不 活化 し た

heated−SAA ，お よ び heat−stable 　portion と作用

が
一

致する RRA 抗原 を用 い て ，　 DOK 細胞 に対

する AID 異所性発現誘導能 を検討 した．そ の

結 果 ，SAA 以 外の SAA 関連抗原 で は DOK 細

胞 に 対 す る AID の 異所 性発 現 は誘導 され な

か っ た （図 5）、

考 察

　AID は 生理的に は活性化 B 細胞で 発現が認

め られ る が，ヒ トの 慢性 リン パ 性 白血病 で は

40％ （8／20）
2s ’

，肝細胞癌で は 80％ （41／51轡
）

の 症例 で 腫瘍細 胞中 に AID の 異所性発現が 報

告 されて お り，AID の異所性発現は新た な発 癌

機序 と して 注 目され て い る．細菌に よ る感染発

癌 に AID 異所性 発現 が 関 連す る こ とは，　 H ．
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口 腔 扁 平 上 皮癌 にお け る S．砌 g伽 跚 ∫感染 と AID 異所性発現

Pyloriの 胃粘膜 へ の 感染実験 か ら示 され て い

る
LS）．こ れ らの 報告か らす れ ば S．　anginosus の

感染が 口 腔癌 の 発癌機序 とな る 可 能性 も考えら

れ る．そ こ で本研究で は ，S．　anginosus に よる

口腔扁平上 皮癌発症 機序 の 解 明を目的 として ，

口 腔扁平上皮癌組織 で の S．αnginosus 感染 と

AID 異所性発現の 関連性 を検討す る と ともに，

ヒ ト正常歯肉上皮細胞／株化上皮細胞 を用い た

in　vitro 実験系か ら S．　anginosus に よる AID 異

所性発現誘導につ い て検討 した．

　 ヒ ト ロ 腔 扁 平 上 皮 癌 組 織 に お け る S．

αnginoszas感染率は 17 例中 8例，47％で，我 々

の こ れ ま で の 成績
1°1

（16／38＝42％） と ほ ぼ 同

率で あ っ たが，Tateda ら
8〕

の 成績 （217／217＝

100％）よ りは低か っ た．一
方，口 腔扁平上皮癌

組織 に お ける AID 　mRNA 発現誘導は，被験 17

例中 7 例 で 認め られた （41％）．こ れ は，口腔扁

平 上 皮 癌 で の AID 異 所 性 発 現 に つ い て の

Nakanishiらの 最近の報告
sc）

（10／27 ＝37％ ）と

ほ ぼ 同率で あっ た．特筆す べ きは，今回，AID

の 異所性発現が見 られ た 7例中 6例で は 同時に

S．anginosars 感 染 も認 め られ た こ と で ，　 S．

anginosus 感染 と AID 異所性発現が
一

致 しな

か っ た の は 17例 中 3 例 の み で あ っ た ．Fisher

の 正確確率検定を行 っ た とこ ろ，S．　anginosus

感染 と AID 異所性発現 との 間に有意の 正 の 相

関関係が 認め られ た．こ れ らの結果 よ り，胃粘

膜細胞へ の ∫f ヵ翼oガ感染
］e｝

同様，S．αnginoszfs

感染 も歯 肉上皮細胞 で の AID 異所性発現 を誘

導 し
，

口 腔扁平上 皮癌の 発症に 関与 して い る可

能性が示 唆され た．

　培養上皮細胞 を用い た in　vitro 実、験系で は S，

αnginosus 由来生 理活性物 質 SAA に よ る A工D

異所性発現 誘導に つ い て 検討 した．そ の 結果，

SAA に よ りい ずれ の 株化上 皮細胞お よび正常

歯肉上皮細胞 （GEC 細胞）に対 して も，有意 の

AID 異所性発現 の 誘導が 認め られ た，本研究

結果は，胃粘膜上 皮癌由来株化上 皮細胞で ある

AGS 細胞 に U ．　Py！ori を感染 させ る と AID 異

所性発現誘導が認 め られ た と の MatSUInotQ ら

の 報告
1s〕

を支持す る結果で はあるが，株化上皮

33

細胞 の み な らず正常歯肉上 皮細胞 に お い て も

AID 異所性発 現誘導 を認め た初め て の 報告で

あ り，こ れ ま で 多くの 研 究者 が示 して 来た株化

細胞 を用 い た感染発癌の リス クが正常細胞で も

起 こ りうる こ とを強 く示唆して い る．

　H ．Pyloriに よ る 胃培養株化上 皮細 胞 で の

AID 異 所性発現 にお い て は，　 H ．　Pyloriの 生理

活性物質で あ る CagA に よ る NF 一
κ B 活性化

が 関与す る こ とが示唆 され て い る
3D 、また，　 C

型肝 炎ウ イ ル ス に 感染 した肝細胞で も AID の

発現が NF 一
κ B の 活性化 に制御 され て い る と

の 報告
2932 鋤

もあ り，実際，癌病変部組織 で は

NF 一κ B の 強 い 活性化が 認 め られ て い る
34．35 〕．

そ こで SAA に よ る上 皮細 胞の AID 異所性発

現誘導の 細 胞内シ グ ナ ル伝達系 を明ら か に する

目的で ，DOK 細胞 お よ び GEC 細胞 を用 い て

SAA に よ る NF 一
κ B 活性化 に つ い て 検 討 し

た．その 結果，DOK 細胞お よび GEC 細胞 とも

に NF 一κ B の 活性化が認 め られ た．また，　 NF 一

κ B 阻害剤 に よ りAID の 発現が有意に 抑制さ

れた こ とか ら，SAA に よる AID 異所性発現誘

導 も NF 一
κ B を介 して い る 可 能性が 強 く示 唆

され た．

　さ ら に ，SAA の heat−stable 　portionに よ る

TNF 一
α 産生 誘導か らの autQcrine の NF 一κ B 活

性化 の 可能性 を排 除す る た め ，TNF 一
α 産生誘導

に関わ らな い heat−labile　portionを熱処理 し て

不 活 化 した heated−SAA ，お よ び heat−stable

portionと作用 が
一致 す る RRA 抗原 を用 い て

A 工D 異所性発現誘導能 を検討 した．その 結果，

SAA に よ る A 工D 発 現 誘 導 は heat−stable

portiQnに よる内因性 TNF 一
α を介 した もの で は

な く，heat−1abile　portion に よ る 上皮細胞へ の 直

接 的な作用で ある こ とが 強 く示唆 され た．

　冂腔扁平上皮癌組織を用 い た検討，お よび in

vitro 実験系で の 研 究結果 よ り，S．　anginosus 特

異的生理 活性物質 SAA に よる NF 一κ B の 活性

化 を介 した AID 異所性発現の誘導を通 じて ，　S．

anginosus 感染 が 口腔扁平上 皮癌 の 発症 に深 く

関 連 して い る こ とが 強 く示唆 さ れ た ．AID 異

所性発現 を介す る と い う点で は u ．Pylori感染
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34 岩崎　賢介，松本　直子，佐 々 木　実

に よ る 胃癌 発症機 序
36〕 と同 じで あ る が，H ．

Pygoriの 場合はそ の 生理活性物質である CagA

を胃粘膜上皮細胞 に注入する タイプエV分泌機構

を有 して い る
’T；

，S．　anginosus はタイ プW 分 泌

機構 を欠 くため，上皮細胞 の 受容体 を介 した

NF 一
κ B 活性化が起 こ る と考え られ る．今後，

SAA の 遺伝子 ク ロ ーニ ン グ，組替 えタ ン パ ク

質の 作製を行い ，上皮細胞 に お ける受容体 の 解

析等，詳細な検討が必 要 と な ろ う．さ らに ，ff．

Pyiori感染 で は AID 異所 性発現 と関連 し て ，

上 皮細胞の p53 遣伝子が 高率に変異 す る との

報告
18，

を勘案する と，S．　anginosus
’
感染に よ る

AID の 異 所性発 現 以 降の 癌化の プ ロ セ ス と し

て も口腔粘膜上 皮細胞 の p53 遺伝子の 変異の

生成 ・蓄積が 予想 さ れ る ．今後 も詳細 な検討 を

行 っ て 行 く
・
予定で あ る．
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 Abstract  : Streptococcers anginosus  infection could  be closely  relatecl  with  oral squamous  cell carcinoma,

although  the mechanism  underlying  carcinogenesis  is still unknown.  Recent studies  suggested  that  the

aberrant  expression  of  activation-induced  cytidine  deaminase (AID) in the epithelial  cells  could  result  in

the generation of nucleotide  alterations  in tumor-related genes and  pessible malignant  transformation of

the AID-expressing cells. In this study  using  the 17 surgical  tissue specimens,  a possible involvement of S.

anginosus  infection and  aberrant  AID  expression  in oral  squamous  cell  carcinoma  was  assessed  by the

species-specific  PCR  and  RT-qPCR. Further, the aberrant  AID  expression  and  NF-K B activation  were

examined  by a dual luciferase assay  and  RT-qPCR  in three epithelial cell lines and  the primary  human

gingival epithelial  celrs  after  stimulation  with  a  bioactive antigen  of  S, anginosus,  SAA. The  results

indicated that both S. anginosus  infection and  aberrant  AID  expressions  were  frequently observed  in the

tissue specimens  (47% and  41%, respectively), and  S, anginoszas  infection was  significantly correlated  with

the  aberrant  AID  expression,  The stiinulation of the cultured  cells with  SAA  could  induce the NF-K  B

activation  and  aberrant  ArD  expression  in all the epithelial cells  tested, and  the  addition  oi  an  inhibitor of

NF-K B  aetivRtion  abrogated  the aberrant  AID  expression.  Thus, S, anginosgts  infection eould  be closely

related  with  oral squamous  cell carcjnoma  through the induction of the aberrant  AID  expression  by S,

angtnosus  antlgen,

 Key  Words  / StrePtococcers anginosus,  oral squarnous  cell carcinoma  aberrant  activation-induced

cytidine  deaminase (AID) expression,  NF-K  B, an  S. anginosus  antigen  (SAA)


