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研究成果の概要（和文）：S. anginosusによる口腔癌発症機序の解明を目的として，口腔扁平上皮癌組織への本菌の感
染率およびAID発現誘導，また培養細胞でのS. anginosus由来生理活性物質SAA刺激によるAID発現誘導ならびにp53遺伝
子変異について検討した．その結果，口腔癌組織においてS. anginosus感染とAID発現に有意な関連性が認められ，ま
た，SAA刺激で培養上皮細胞にNF-kBの活性化が関与するAID遺伝子およびタンパク質の発現誘導が認められた．さらに
，SAA刺激したヒト正常歯肉上皮細胞のp53遺伝子配列の一部に変異が認められた．

研究成果の概要（英文）：Streptococcus anginosus, one of the oral streptococci could be closely related 
with oral squamous cell carcinoma (SCC). Recent studies have revealed that the relationship between 
bacterial carcinogenesis and aberrant AID expression. In this study, the involvement of S. anginosus 
infection and the AID expression in oral SCC was demonstrated. S. anginosus genome DNA was frequently 
observed in the oral SCC, and the relatively higher AID expressions were detected in the cancerous 
region. The stimulation with S. anginosus antigen SAA could induce the AID expression through NF-kB 
activation in cultured epithelial cells. Further, S. anginosus SAA induced the generation of nucleotide 
alterations in TP53. Taken together, S. anginosus infection could be closely related with the oral SCC.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： 口腔レンサ球菌　AID　oral cancer　p53
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１．研究開始当初の背景 

Streptococcus anginosus は口腔レンサ球菌

の一菌種で，2005 年，Sasaki, M.らにより同

菌のゲノムDNAが口腔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、本菌

と口腔癌の関連が示唆されている．一方，B

細胞の遺伝子に変異を誘導する酵素AIDは通

常 B 細胞でしか働かないといわれているが，

近年，Helicobacter pylori 感染マウスの胃

粘膜上皮細胞で過剰発現していることが明

らかとなり，感染による発癌に AID の異所性

発現が関与している可能性が示唆されてい

る．また，2001年Sasaki, M.らはS. anginosus

から強力に免疫系を活性化する生理活性物

質（SAA）を見いだし，その性状および病原

因子としての可能性を報告している． 

 

２．研究の目的 

 S. anginosusによる口腔癌発症機序の解明

を目的として，in vivo および in vitro 実験

系での口腔扁平上皮癌組織への本菌の感染

率および AID 発現誘導，また培養細胞での S. 

anginosus 由来生理活性物質（SAA）による

AID 発現誘導，および細胞内シグナル伝達系

について詳細に検討する．さらに，この S. 

anginosus SAA を同定し，その遺伝子クロー

ニング，また，組換えタンパク質の発現を行

い，本組換えタンパク質の免疫生物活性も検

討する．さらに，ヒト正常歯肉上皮細胞にお

ける SAA刺激後の p53遺伝子配列を解析して

変異原性についても検討する． 

 

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 

  口腔扁平上皮癌組織から Wizard（Promega）

を用いてゲノム DNA を抽出した． S. 

anginosus 特異的なプライマーを用いて PCR

を行い，16S リボソーム DNA 配列の一部を検

出し感染状態を検討した．さらに，RNeasy 

kit(QIAGEN)を用いてRNAを抽出し,逆転写後

サイバーグリーンを用いた real time RT-PCR

（q-PCR）を実施し癌組織における AID 遺伝

子の発現を定量した． 

2) S. anginosus由来生理活性物質（SAA）で

刺激した培養上皮細胞におけるAID発現解析

および細胞内シグナル伝達の検討 

 初代培養細胞のヒト正常歯肉上皮細胞

（GEC）と株化細胞の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 SAA で刺激し，各細胞から RNA

を抽出して AID 遺伝子発現をリアルタイム

PCR で検討した．また，正常歯肉上皮細胞を

SAAで1〜7回刺激し，1〜28日後にSDS-PAGE，

Western blotting を行い AIDタンパク質の発

現を解析した．さらに，細胞内シグナル伝達

系 に つ い て ， NF- κ B の 活 性 化 は

pGL4.32[luc2P/NFkB-RE/Hygro] Vector を

ヒト正常歯肉上皮細胞に導入し，SAA 刺激し

て 37℃，24 時間培養後，デュアルレポータ

ーアッセイを行い検討した．  

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 2D 電気泳動してタンパク質を展開し，

Western blotting を行った．抗 SAA 一次抗体

と反応し，確定されたスポットを LC-MS を行

いて解析し同定する．既に報告がある S.  

anginosus の全ゲノム情報に基づき SAA の遺

伝子を特定する．  

② リコンビナント SAA の作製 

 SAA 遺伝子をベクター(pGEX-4T/2)にクロ

ーニングして，大腸菌(XL1-blue)あるいは

Clean coli に導入し GST 融合タンパク質 と

してリコンビナント SAA を作製する．  

4）リコンビナント SAA の誘導型一酸化窒素

産生酵素(iNOS)遺伝子発現および一酸化窒

素（NO）産生誘導活性の解析 

  チオグリコレート誘導マウス腹腔マクロ

ファージあるいはマウスマクロファージ様

細胞株 J774 細胞に対して，リコンビナント

SAA 刺激後の iNOS 誘導を定量 PCR で，また，

NO 産生をグリース法で検討した． 

5) ヒト正常歯肉上皮細胞における p53 遺伝

子解析 

 ヒト正常歯肉上皮細胞を SAAで 3日おきに

４週間刺激後,ゲノム DNA を精製し，ヒト p53

遺伝子の特異的プライマーを用いてPCR法で

増幅し，各領域の塩基配列を DNA シークエン

サーで解析した．  

 

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 

 口腔癌組織から菌種特異的プライマーを

用いて，本菌の存在を 17 例中 8 例で確認し



た．さらに，リアルタイム PCR を行い，口腔

癌組織中の AID 遺伝子の発現量を定量した．

その結果，口腔癌組織 17 例中 6 例において

S. anginosus感染と AID発現が同時に認めら

れ，両者には有意の相関が認められた．  

2) S. anginosus SAA で刺激した培養上皮細

胞における AID 発現解析 

 初代培養ヒト歯肉上皮細胞，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 SAA 刺激で，AID 遺伝子の発現

誘導が認められた．また，Western blotting

による AID タンパク質発現の解析では，SAA

単回刺激ではほとんどAIDの発現は認められ

なかった．しかし，SAA を 3日おきに 1〜4 週

間刺激するとタンパク質レベルでもAID発現

が認められた．これらのことから，SAA のタ

ンパク質レベルでの発現も長期にわたる繰

り返し刺激で誘導されることが明らかとな

った．ルシフェラーゼ発現ベクターを用いた

デュアルルシフェラーゼレポーターアッセ

イを行ったところ，DOK, GEC において NF-κ

B の活性化誘導を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

誘導に細胞内シグナル伝達系のNF-kBの活性

化が関与している可能性が示唆された．  

3)  SAA の遺伝子同定，クローニングおよび

組換えタンパク質の作製 

 部分精製 SAA を 2D 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

された．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 Clean coli を用いて

リコンビナントタンパク質を発現すること

ができた．  

4) リコンビナント SAAの iNOS 遺伝子発現お

よび NO 産生誘導活性の解析 

  リコンビナントSAAはチオグリコレート誘

導マウス腹腔マクロファージあるいはマウ

スマクロファージ様細胞株 J774 細胞に対し

て，iNOS 発現および，NO 産生を誘導した． 

5）ヒト正常歯肉上皮細胞における SAA 刺激

後の p53 遺伝子解析 

 ヒト正常歯肉上皮細胞を SAAで 3日おきに

４週間刺激し p53遺伝子 DNA配列を解析した．

SAA 刺激 GEC でエクソン 5 の一部に変異が認

められた． 

  

 これら S. anginosus 由来抗原 SAA により

上皮細胞へのAID異所性発現誘導等の生物活

性が，口腔の感染局所で起こり，結果として

p53 遺伝子など癌抑制遺伝子の変異を誘発し，

S. anginosusによる感染発癌を惹起する可能

性が示唆された． 
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