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緒言

古細菌は,膜脂質に特徴的な構造を持っており,遺伝子情報をもとにした系統解析

の結果から細菌よりも真核生物に類似するとされ,細菌とも真核生物とも異なる第三

のドメインとして分類されている1)｡その生息範囲は自然界に広く分布しており,高

温,高塩濃度,さらに強酸性条件などの極限環境からも分離されている 2~4)｡ヒトの

生体内においては,メタン生成古細菌の一種である Methanobrevibacter属が,口腔内

5),腸内6),さらに腫 7)などから分離,同定されている｡

歯周病は歯肉縁下の微生物が形成するバイオフィルムに起因する炎症性疾患であ

り,Porphyromonasgingivalisに代表されるグラム陰性梓菌が病原因子の主体であると

考えられてきた 8)｡しかし,バイオフィルム細菌叢の分子生物学的な解析によって,

病態に関与する微生物は従来考えられていた以上に多岐にわたることが明らかに

な って きた｡ 歯 肉縁 下の プ ラー クか ら検 出 され るメ タ ン生成 古細 菌

Methanobrevibacteroralisは,新規の病原因子候補のひとつとして注目され,歯周病の

重症度に相関して検出率や総菌数に対する割合が高くなる事が報告されている 9,-0)a

また,水素化合物を利用するために偏性嫌気性菌であるTreponema属と桔抗関係にあ

ることが報告されており9),プラーク構成細菌群と共生あるいは括抗関係を成立させ
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ることによって細菌叢を変化させ,プラークの病原性に影響を与える可能性が示唆さ

れている｡その他にも,偏性嫌気性菌であるSynergisles属とメタン産生古細菌が栄養

共生の関係にあること11)や,重度の歯周炎局所において古細菌と硫酸塩還元細菌とが

共生していること12)が明らかとなってきた｡

上記したように,歯周病病原因子としての古細菌の研究は,他の歯周病原細菌との

関連性から展開されている｡その一方,我々の研究グループでは古細菌に対する宿主

の免疫応答性について着目し,研究を行ってきた｡これまでに,古細菌の菌体成分の

中に歯周病患者血清中のIrrmunogJobulinG (IgG)抗体と反応する抗原性の高いタン

パクが存在していること 10),そのタンパクのひとつが古細菌のグループ ⅠⅠシャベロ

ニンであること 13),さらにそのシャベロニンがヒトのグループ ⅠⅠシャベロニンであ

るCCT(ChaperonincontainingTICOmPlexpolypeptide)とアミノ酸一次配列の類似性か

ら交差反応する可能性があること13)を明らかにしてきた｡

シャベロニン (Cpn)とは,分子量約60kDaのタンパク質であり,新しく合成され

たポリペプチ ド鎖や様々なス トレスにより損傷を受けたポリペプチ ド鎖のフォール

ディングを補助する役割を担っている 14,15)｡cpnは大きく二つのグループに分類され

る-6,け)｡真核生物は両グループのCpnを保有し,グループIには真核生物の熱ショッ

クタンパク (HSP60)や,原核生物 (真正細菌)の Cpn(GroEL)などが分類され,
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グループⅠⅠには真核生物のCCTや古細菌のCpnが分類される 】8)｡構造上の特徴とし

ては,真核生物の HSP60は単一のサブユニットで構成される7量体のリングが2つ

重なった 14量体であり,真核生物のCCTは8種類のサブユニットで構成される8量

体のリングが2つ重なった 16量体の分子である19)｡古細菌のCpnは2種類のサブユ

ニットで構成される8量体のリングが2つ重なった 16量体であり,サブユニットの

種類に差があるものの立体構造の共通点が多い.また,アミノ酸の一次配列はグルー

プ Ⅰとグループ H のCpn間では,大きく異なっているものの,同一グループ内での

アミノ酸配列は高く保存されている｡このようにCpnは真正細菌からヒトに至るまで,

進化の過程でアミノ酸配列や立体構造が大変良く類似 した分子である｡通常このよう

に種を越えて保存された相同性の高い分子は抗原性を示さないが,細菌の HSP60は

抗原性が高いことが知られており,細菌間の共通抗原あるいはヒトHSPとの交差反

応抗原として,感染症や自己免疫疾患において標的分子となると考えられている20･21)0

歯周病においても,歯周病原細菌である P,gingivalisが保有する HSP60はヒトの

HSP60に対する交差反応抗原であり,自己免疫応答の誘導から歯周組織の破壊や動脈

硬化の進行に関与していると考えられている22-26)｡このように,グループ ICpnに対

する報告が大変多い一方で,グループ ⅠICpnでは抗原性に関する研究報告は非常に

少ない.唯一あるのは,自己免疫疾患患者の血清中において,CCTに対する自己抗体
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の量が健常者と比較して上昇しているという報告のみである 27)｡この研究報告では,

アミノ酸配列の類似性が少ない真正細菌のグループ ICpnとの交差反応性からCCT

に対する自己免疫応答の発症機序が考察されている｡これは,グループⅠICpnを保有

する古細菌感染症の概念が未だ定着していなかったためと推察できる｡古細菌のCpn

はヒトCCTの交差反応抗原となる可能性を持ち,両者の交差反応がccTに対する自

己免疫応答の誘導,あるいは修飾につながる可能性は高いと考えられる｡そこで本研

究では,歯周病ならびに自己免疫疾患患者の血清を用いて,M.oralisのCpnならびに

CCTに対する免疫応答性を解析した｡
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材料と方法

1.抗原

市販されているヒトのリコンビナンCCTサブユニットであるCCTl,CCT5,ccT6

(AbnovaCo,Taipei,Taiwan),ならびにヒトのリコンビナン トHSP60(Stressgen,

ArmArbor,MI,USA)を購入し,患者血清との反応に使用 した.市販されていない

CCTサブユニットのCCT3,ccT4,CCT8,ならびにM.oralisの Cpnは以下に記載す

る方法でリコンビナン トタンパクを合成 し,患者血清との反応に使用 した｡

2.リコンビナン トシャペロンタンパクの構築

ヒトのCCT3,ccT4,CCT8,ならびにM oralt'Sの Cpnの合成は,CellFreeSciences

社に依託し,コムギ腫芽無細胞タンパク合成技術 28) (cellFreeSciences,愛媛,日本)

を応用して以下の手順で行った｡

1)古細菌ゲノムDNAならびにヒト相補鎖 DNA (CDNA)の調整

M oralisDSM 7256株はDeutscheSammlungvonMikroorganismenundZellkulturen

GmbH (Braunschweig,Gemany)から購入 した｡購入 した培養硬中の菌体を遠心操

作で回収し,リン酸緩衝液 (Invitrogen,Carlsbad,CA,USA)で2回洗浄 した｡ゲノ

ムDNAの抽出は,キレー ト作用によるInstaGeneTMMATRIX(BIO一弘 DLaboratories,
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Richmond,CA,USA)を用いて行った29)｡すなわち回収した菌体にInstaGeneTMMATRIX

を200〃1加え,56℃にて30分間反応させ,100℃にて 8分間熱処理を加えた後,逮

心して得た上清をゲノム抽出液とした｡

ヒト由来の相補鎖 DNA (CDNA)の調整には,ヒト単球系細胞株 THP-1(ATCC,

Manassas,VA,USA)を用いた｡培養は,56℃で30分間非働化した 10% ウシ胎児

血清 (FBS),1%L-グルタミン酸,1% ペニシリン･ス トレプ トマイシン,lmM ピ

ルビン酸ナ トリウム(以上 すべてInvitrogen),および 10mMHEPES(SigmaAldrich,

St.Loujs, MO,USA)を含むRPMI1640培地 (Invitrogen)を用いて,37oC,5% 炭

酸ガス存在下で行った｡全 RNAの抽出には,シリカゲルメンブレン-の吸着を利用

したRNeasyMiniKit(QIAGEN,Hilden,Germany)を使用した｡混入したゲノムDNA

を分解するため,Ribonucleaseinlljbjtor(lnvitrogen)存在下で,RNA抽出液にリコン

ビナントDNase i (TAKARA,滋賀,日本)を加えて,常温で 15分間処理した｡次

に25〟MEDTA (Invitrogen)を添加し,65℃で10分間反応させ,DNaseを不活化

したものを全 RNA標品として逆転写反応に使用した｡全 RNAの濃度は,吸光度計

(NanoDrop2000,ThermoFisherScientific,Waltham,MI,USA)を用いて計測したo

cDNA -の逆転写 には,精製 した全 RNA (lLlg) を鋳型 として,0.5 LIM

deoxynucleoside-triphosphate(dNTPs)存在下で,5nM dithiothreil(DTT)を混和し,
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0,5Llgの oligo(dT)12_18Primer,および 200unitsの逆転写酵素 SuperScriptTMm

(Invitrogen)を使用した｡逆転写反応は,43℃の条件下で50分間行った｡

2)標的遺伝子の増幅

標的遺伝子(ヒトCCT3,ccT4,CCT8,およびM oralisのCpn)の増幅はPCR(Nested

PCR)法 30)によって行った｡各標的遺伝子のプライマーの設計は表 lに記載した0

NestedPCRのプライマーには,XhoIおよびSpeIの制限酵素認識部位を付与した｡pCR

反応にはExITaq⑧HotStartVersion(Takara)を使用し,増幅反応には,サーマルサイ

クラ- (PROGRAMTEMPCONTROLSYSTEMPC707,ASTEC,福岡,日本)を使用

した｡反応条件は, DNA鎖の熱変性を98℃で60秒,プライマーのアニーリングは

58℃で30秒,ポリメラーゼによる相補鎖の合成を72℃で2,5分を35サイクル行い,

最後に72℃ で 10分間の伸長ステップを付加した｡l回目のPCRで増幅した遺伝子

は,I.2%アガロースゲルを用いた電気泳動法によって分離した [トリスー酢酸エ チレ

ンジアミン四酢酸 (TAB)泳動緩衝液 100V,30分間]｡分離した遺伝子断片は,臭化

エチジウム (0.5mg/ml)で典色し,紫外線 (波長 :320nm)照射下にて確認しながら

ゲルから切り出した後,DNAのシリカゲルメンブレン-の吸着を利用したQIAEX⑧ⅠI

GelExtractionKit(Qiagen)を用いて精製した｡精製した遺伝子断片 (50ng)は2回
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目のPCR反応 (NestedPCR)の鋳型として使用した｡NestedPCRは1回目のPCRと

同様の条件で行い,増幅した遺伝子断片は TAE泳動緩衝液を用いたアガロース電気

泳動で分離,確認 した後に,1回目 PCR と同様の原理を利用した QIAquickPCR

PurificationKit(Qiagen)を用いて精製した.

3)発現用プラスミドの構築

増幅した各遺伝子断片 (ヒトCCT3,ccT4,CCT8,およびM.oralisのCpn)と,

グルタチオン S-トランスフェラーゼ (GST)が付加 され る発現用ベクター

pEUIEO1-GST-TEV-MCS(CellFreeSciences)を制限酵素.x710IとSpeI(Takara)を用

いて切断した｡制限酵素処理を行った各遺伝子断片とベクターは,TAE泳動緩衝液を

用いた 1.2%アガロースゲルの電気泳動法によって分離し,臭化エチジウム (0.5

mg/ml)で染色した後,紫外線 (波長 :320nm)照射下にて確認しながらゲルから切

り出した,ゲル中の各遺伝子断片はQIAEX㊥lIGelExtractionKit(Qiagen)を用いて精

製した｡精製した遺伝子断片と発現用ベクターとのライグーション反応にはT4DNA

Ligase(Takara)を使用した｡得られたライゲ-ション溶液を用いて,通法に従いOne

shot㊥TOPIOChemicallyCompetentE.coli(Invitrogen)を形質転換した｡形質転換した

大腸菌からシリカゲルメンブレン-の吸着を利用した QIAprepSpinMiniprepKit
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(Qiagen)を使用してプラスミドの精製を行い,インサー トDNAのシークエンス解

析をAppliedBiosystems3130xIGeneticAnalyzerを使用して行った｡そして,標的遺伝

子が発現ベクターに組み込まれていることを確認した後,タンパク合成に使用する高

濃度プラスミドを精製した｡すなわち,組み換え大腸菌を300mlのLuriaBertani(LB)

液体培地で培養し, QIAGENPlasmidMidiKit(Qiagen)を使用してプラスミドの精

製を行った｡

4)リコンビナントタンパクの合成と精製

CCT3,ccT4,CCT8,およびM.oralEIsのCpnのリコンビナントタンパクの合成は,

cellFreeSciences社に委託しCFS-TR1-1240Gkit(CellFreeSciences)と標的遺伝子を挿

入して構築した pEUベクターを使用して,標的遺伝子の転写と翻訳を行った 28)｡以

下に合成方法の概要を示す｡標的遺伝子を組み込んだ pEU発現ベクターを用いて,

RNasei山libitorおよび,NTPsを含んだ反応緩衝液中で転写反応を行い,翻訳反応には

クレアチンキナーゼを加えたコムギ腫芽無細胞タンパク質合成用基質 (SUM-AMIX)

と転写反応液,そしてWEPRO1240G (コムギ腔芽抽出液)の混合溶液中で行った｡

合成されたリコンビナントタンパクの精製はGlutathioneSepharose4B(GEHealthcare,

Buckinghamshire,UK)を使用したアフィニティークロマ トグラフイーによって行っ
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た｡

なお,精製過程の各画分のサンプルはラウリル硫酸ナ トリウム (SDS)を含むSDS

サンプルバッファー [45mMTris-HCl,pH6.8,15% グリセロール,1%SDS,144mM

-p-メルカプ トエタノール]と混合して5分間煮沸して還元状態にした後,12.5%アク

リルアミドゲル,そして泳動用緩衝液 (25mMTris-HCl,200mM グリシン,35mM

SDS)を使用したSDS-PAGE (SDS-polyacIYlamidegelelectrophoresis)で分離した｡泳

動後のゲルの染色にはクマシーブリリアントブルー (CBBR250)を使用した｡

3.ドットプロット法

各cpnサブユニットを抗原として,患者血清との反応をドットプロット法で解析し

た｡抗原に使用したリコンビナントCpnは,ヒトの CCTl,CCT3,ccT4,CCT5,

ccT6,ccT8,HSP60,ならびにM oralisのCpnを使用した｡ ドットプロットは各リ

コンビナントタンパクを最終濃度が 125LLg/mlとなるように トリス緩衝液 (TBS:10

mM Tris-HCl,150mM NaCl,pH7.4)で希釈し,ニ トロセルロース膜 (NC:BioIRad

Laboratories)に4Lllずつ滴下し,NC膜を自然乾燥させて行ったO乾燥後のNC膜は,

非特異的な反応を防ぐために,スキムミルク(Becton,DickinsonandCompany,Frarlklin

Lakes,NJ,USA)を5%含むTBS(M-TBS)に浸潰し,4℃にて 10時間のプロツキ
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ング操作を施したoその後,一次抗体として被験者血清が 1:1,000の希釈率で含まれ

るM-TBS中で4℃,12時間振とうした｡さらに,NC膜を0.1%Tween-20含有TBS

(T-TBS)で洗浄後,二次抗体としてhorseradishperoxidase(HRP)標識ゴー ト抗ヒト

IgG抗体 (chemiconlntemational,IncHTemecula,CA,USA)が l:5,000の希釈率で

含まれるTBS中で室温,1時間振とうした｡NC膜はT-TBSで洗浄し,反応タンパク

の検出のため4-メ トキシー1-ナフトールを20mg,メタノールを3ml,過酸化水素を20Lt),

TBSを 20ml,それぞれを混和した発色液に浸潰した｡各タンパクスポットに対する

血清反応の発色強度は,画像解析ソフトImageJ(http://rsbweb,nih,gov旬/)(version1.43r,

NTH,Bethesda,MD,USA)を使用して数値化した｡

4.ウェスタンブロット法

sDS-PAGEとウェスタンブロット法は,Kokeguchiらの記載 3りに従い行った｡抗原

に使用したリコンビナントCpnは,ヒトのCCT3,ccT4,CCT8,HSP60,そして〟

oralisのCpnを250ng/laneとなるようにTBSで調整して使用したO リコンビナント

タンパクは SDSサンプルバッファーと混合して 5分間煮沸して還元状態にした後,

12%アクリルアミドゲルに展開し,泳動用緩衝液を用いたSDS-PAGEで分離した (室

堤,150V 定電圧条件)｡その後,分離したタンパク質を,湿式転写装置 (MINI
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pROTEAN㊥Ⅱ:Bio-Radlaboratories)を用い,転写用緩衝液 (1.8mMTris-HCl,190mM

グリシン,20%メタノール)中で90分間,ポリビニリデン･ジフルオライ ド(PVDF

膜:MilliporeCorporation,Billerica,MA,USA)-転写した (4oC,100V定電圧条件)｡

転写後のPVDF膜は,非特異的な反応を防止するためにM-TBSに浸潰し,4℃で 10

時間のブロッキング操作を施した｡その後,PVDF膜を,一次抗体が含まれるM-TBS

中で4℃,12時間振とうした｡その後,pvDF膜をT-TBSで洗浄し,二次抗体が含ま

れるT-TBS中で室温,1時間振とうした｡反応タンパクの検出には20mgの4-メトキ

シー11ナフトール,3mlのメタノール,20L11の過酸化水素,20mlのTBSを混和した発

色液を使用し,各タンパクに対する血清反応の発色強度は,画像解析ソフトImageJ

(NIH)により解析した｡ なお,一次抗体としては被験者から採取 ･分離した血清

(1:1,000希釈)を使用した｡また,陽性対照とするために,1:500希釈した抗ヒト

ccT3,ccT4,CCT8ラビット由来ポリクローナル抗体 (proteintechGrouplnc.,Chicago,

IL,USA),ならびに抗ヒトHSP60マウス由来ポリクローナル抗体(abcam,Cambridge,

UK)をそれぞれの抗原に対する一次抗体として使用した｡ M oralL'SのCpnに対して

は,Yamabeらの報告 13)で交差反応性が確認されている抗ヒトCCT8抗体を陽性対照

のための一次抗体として使用した｡二次抗体には一次抗体の種類に応じて, HRP標

識抗ヒトIgG抗体 (Chernicon), HRP標織抗マウスIgG抗体 (GEHealthcare),そし
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て HRP標識抗ラビットIgG抗体 (GEHealthcare)を使用した｡

5.被験者ならびに血清

ヒト血清は健常者 18名,歯周病患者30名,自己免疫疾患患者31名の3群から採

取 した｡歯周病患者は岡山大学病院歯周科を受診中で,AmericanAcademyof

periodontology(AAP)の診断基準 〕2)で重度歯周病患者と診断された 30名 (男性 11

名,女性 19名,平均年齢±標準偏差 :51.9±12.6歳)であり,自己免疫疾患患者は岡

山大学病院歯周科に通院歴のある,同院リウマチ内科加療中の31名 (男性 7名,女

性24名,平均年齢±標準偏差 :54.6±14.5歳)である｡自己免疫疾患の内訳は慢性関

節リウマチ 15名,シェーグレン症候群3名,全身性エリテマ トーデス2名,尋常性

天病癖2名,掌択膿病症2名,スティーブンス ･ジョンソン症候群 1名,クローン病

1名,ベーチェット病 1名,成人性スティル病 1名,甲状腺機能克進症 1名,原発性

マクログロブリン症 1名,IgA腎症 1名である｡健常者は歯周病または基礎疾患の無

いボランティア18名 (男性 10名,女性8名,平均年齢±標準偏差 :35.7±7.4歳)で

あり,各被験者から静脈血を採取し,適法に従い,遠心分離によって血清を調整した｡

なお,採血においては岡山大学大学院医歯薬学総合研究科の倫理委員会の承認を取得

し (番号 624),血液供給者に対して十分なインフォーム ドコンセントを得た上で行
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われた｡

6.統計処理

ドットプロット法とウェスタンブロット法から得られたシグナル値の被験者群間

の比較にはStudent'sl-testを用いたoまた,M.oralisのCpnとCCT各サブユニットタ

ンパクに対する血清反応の相関性はPearson'sproduct-momentcorrelationcoefficientを

用いて解析した.なお,両検定ともに p値が 0,05以下をもって有意差ありと判定し

た｡
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結果

1.ccT3.CCT4.ccT8とM.ora/I'SのCpnリコンビナントタンパクの構築

ヒトのCCT3,ccT4,CCT8,ならびにM.oralisのCpnの合成ならびに精製過程に

おける各画分の SDS-PAGE像を図1に示した｡各リコンビナントタンパクは,アミ

ノ酸配列より推定される分子量約60kDaにGSTタグを加えた分子量約80kDaの位置

に合成されていることが確認できた｡精製には GlutathioneSepharoseクロマ トグラ

フィーによって各リコンビナントタンパクの精製標品を得ることができた｡

2.ドットプロット法による血清反応の解析

ヒトの CCTl,CCT3,ccT4,CCT5,ccT6,ccT8,HSP60,そして M oralisの

Cpnに対する各被験者血清 (健常者 10人 歯周病患者 10人,自己免疫疾患患者 15

人)の免疫応答性をドットプロット法で検討した｡染色後のNC膜の一部を代表例と

して図2に示した｡CCT3,ccT4,CCT8,そしてM.oralisのCpnに対して強く反応

している血清が多い傾向にあった｡また,CCT6に対しては4人の自己免疫疾患患者

が比較的明瞭な反応性を示した｡その他の抗原タンパクCCTl,CCT5,HSP60に対し

てはほとんどの被験者血清が反応性を示さなかった｡

各リコンビナントCpnに対する血清反応のシグナル強度を数値化し,被験者群間で
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比較した結果を図3に示した｡歯周病患者群はCCT4ならびにCCT8に対して健常者

群よりも有意に強い反応性を示し (CCT4:p<0.05,ccT8:p<0.01),自己免疫疾患

患者群はCCT3ならびにCCT8に対して優位に強い反応性を示した (CCT3:p<0.01,

ccT8:p<0.01) ｡ M oralisのCpnに対しては全体的に強い反応性がみられたが,健

常者患者群と患者群の間には有意な差はなかった｡

次に,M.oralisのCpnと各cCTサブユニットに対する血清反応のシグナル強度の

相関性を被験群ごとに解析し,図4に示した｡歯周病患者群では,M oralisの Cpn

に対する血清の反応性と CCT各サブユニットタンパクに対する血清の反応性に相関

がみられる傾向にあった｡特にM.oralisのCpnに対する反応性はCCT3(p<0.005),

CCT5(p<0.005),CCT6(p<0.001),そしてCCT8(p<0.05)に対する血清反応性と

相関性が高かった｡CCT5とCCT6は歯周病患者血清との反応性は全体的に低いもの

の,相関が非常に強かった｡一方で,健常者群,自己免疫疾患患者群では M.oralis

の Cpnに対する血清反応性と CCT各サブユニットに対する応答性の間に相関は無

かった｡

3.ウェスタンブロット法による血清反応の解析

ヒトのCCT3,ccT4,CCT8,HSP60,そして〟 ordf∫のCpnを使用して,各被験
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者血清 (健常者 18人,歯周病患者30人,自己免疫疾患患者31人)の免疫応答性を

ウェスタンブロット法で検討した｡図5に染色後のPVDF膜の一部を代表例として示

した｡〟 or｡ねのCpnに対しては,健常者群,両患者群ともに強く反応性を示す血清

が多かった｡これとは対照的に,HSP60に対してはすべての被験者血清において反応

性が確認できなかった｡この傾向はドットプロットの結果と一致するものであった｡

一方,CCT3,ccT4,およびCCT8に対する反応では,数名の患者において血清と反

応する比較的明瞭なバンドを確認す る事ができた｡

ウェスタンブロットにおいて検出された各バンドのシグナル強度を数値化し,被験

郡間で比較した結果を図 6に示した｡歯周病患者と自己免疫疾患患者群は,ともに

ccT4に対して健常者よりも有意に強い反応性 (p<0.05)を示した.M.oralisのCpn

に対しては多くの血清が強い反応性を示したが,被験者群間での反応性に有意な差は

なかった｡なお,HSP60に対する血清反応はバンドとして目視検出ができなかった｡

次に,M oralisのCpnと各ccTサブユニットに対する血清反応のシグナル強度の

相関性を被験群ごとに解析し,図 7に示した｡健常者群,患者群ともにM.oralisの

cpnに対する血清反応性とCCT各サブユニットに対する応答性の間に相関は確認で

きなかった｡
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考察

歯周病関連古細菌であるM.oralisについては,これまでの研究から,歯肉縁下細菌

群と共生あるいは括抗関係を示し,細菌叢の構成に影響を与えること9,1日 2),そして

宿主に対し免疫応答を誘導することが明らかとなっている 10)｡さらにM.oralisが保

有するグループ ⅠICpnは抗原性の高い分子であり,ヒトが保有するグループ HCpn

であるCCTに対する交差反応抗原であることが示唆されている 】3)｡よって,歯周炎

局所においてM oralisのCpnに感作された場合,その免疫応答は交差反応性からヒ

トの CCTに対する自己免疫応答となり,歯周病や自己免疫疾患の病態を修飾する可

能性があると考えられる｡CCTに対する自己免疫応答が自己免疫疾患患者で誘導され

ている事を示唆する研究はあるが27),その数は極めて少ない｡そこで,本研究では歯

周病患者ならびに自己免疫疾患患者を対象としてCCTならびにM oralisのCpnに対

する免疫応答性を解析した｡

今回の研究結果の概要は以下の 5点である｡1) ドットプロット法において,歯周

病患者群はCCT4ならびにCCTSに対して健常者群よりも強い反応性を示し,自己免

疫疾患患者群は CCT3ならびにCCT8に対して強い反応性を示した｡2)歯周病患者

群において, M oralisのCpnに対する血清の反応性は各 CCTサブユニットに対す
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る血清反応性と相関性を示した｡特にCCT3,ccT5,ccT6,そして CCT8に対する

反応性はM.oralisのCpnに対する反応性と強い相関性を示した｡3)ウェスタンブロッ

ト法において,歯周病患者群ならびに自己免疫疾患患者群はCCT4に対して健常者群

よりも強い反応性を示した｡4)M.oralisの Cpnに対しては健常者群,患者群ともに

強い反応性を示したが,両群の間に反応性の違いは無かった｡5)HSP60に対しては,

患者ならびに健常者群ともにほとんど反応性を示さなかった｡

ドットプロット法とウェスタンブロット法の両結果において,仮説とは異なり,健

常者群と歯周病患者群ともにM.oralt'∫のCpnに対して非常に強い反応性を示したが,

被験者群間を比較するとその反応性に有意差はなかった｡これまでの報告では,健常

者の口腔内から M.oralisはほとんど検出されておらず 9,10),健常者の口腔内に M

oralisが定着する環境は少ないと推測できるわけであるが,健常者においても,腸内

や腔には古細菌が多く生息している 5~7)｡特に結腸下部では古細菌が総菌数に占める

割合は約 12%にいたる事が報告されている33,34)｡これらの事実とM oralisのCpnが

他の古細菌のCpnとアミノ酸配列の相同性が非常に高い (40-90%)こと-3)を考え合

わせると,古細菌間でCpnが交差反応抗原 (共通抗原)となっている可能性が考えら

れる｡特に腸内から高頻度に検出されるM smilhiiのCpnとM.oralisのCpnは91%

のアミノ酸相同性があるために 13),M smithiiのCpnが交差反応抗原のである可能性
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が高いと考えられる｡一方で,真正細菌の保有するグループICpnであるGroELとの

アミノ酸配列の相同性は約20%であり13),M.0,alisのCpnと交差反応を起こす可能

性は低いと考える｡

ccTに対する自己抗体と疾患との関連性については,唯一 Yokotaら27)の研究報告

があるのみである｡Yokotaらはリウマチ疾患を中心とする自己免疫疾患患者の血清中

にCCTに対するIgG抗体価が上昇している事を報告している｡今回の結果において

も,自己免疫疾患患者においてはCCTに対する反応性が高くなっており,CCTに対

する自己免疫応答が疾患の病態に関与している可能性が示唆された｡また,自己免疫

疾患のみならず,歯周病患者においても CCTに対する応答性が高くなっていること

から,本研究結果は CCTに対する自己免疫応答が歯周病の病態にも関与しているこ

とを示唆するものである｡さらに,CCT を構成するサブユニットタンパクの中で,

ccT3,ccT4,さらにCCT8に対する血清の反応性が健常者群よりも歯周病患者群あ

るいは自己免疫疾患患者群で有意に高いことから,CCT3,ccT4,そしてCCT8が自

己免疫応答の標的分子となっている可能性が新たに示唆された｡

ccTに対する自己抗体が歯周病患者ならびに自己免疫疾患患者において確認され

たのに対して,HSP60に対する血清反応性は健常者群も患者群ともにほとんど確認で

きなかった｡HSP60に関しては,古くから,自己抗体の上昇が歯周病や自己免疫疾患,
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あるいは動脈硬化の病態に関連すると報告されている22~26)｡しかしながら,依然とし

て統一された見解は無く,HSP60に対する自己抗体は自然抗体として存在しており,

疾患特異的なものではないとする懐疑的な報告もある35,36)｡Yokotaら27)は自己免疫

疾患患者においてHSP60とCCTの両方に対して自己抗体が産生されていることを報

告しているが,健常者と比較した場合の抗体価の上昇は,抗 HSP60抗体に比べ,抗

CCT抗体の方がよりその差が大きいと述べている｡今回の研究結果は,抗HSP60抗

体よりも抗 ccT抗体の方が疾患との関連性が高い事を示唆するものであり,この点

でYokotaらの見解と一致するものであった｡

M.oralisのCpnに対する抗体産生性とCCTに対する自己抗体の産生性の関連を調

べた結果では,歯周病患者群において,相関性を認める結果を得た｡特に CCT3

(p<0.005),CCT5(p<0.005),CCT6(p<0.001),そしてCCT8(p<0.05)に対する反

応はM oralisのCpnに対する反応性と強い相関性のあることが分かった｡今回は被

験者数が少なく,結論を出すことは困難であるが,本結果は CCTに対する自己抗体

の産生機序と抗M.oralisのCpn抗体の産生機序が関連している可能性を示唆するも

のである｡すなわち,M.oralisのCpnに対する免疫応答がccTに交差反応すること

を示唆するものかもしれない｡一方これに対して,健常者群と自己免疫疾患患者群に

おいては,M.oralisのCpnとCCTに対する血清反応に相関性は見出せなかった｡自
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己免疫疾患患者では免疫学的寛容に破綻があると考えられ,抗 ccT自己抗体の産生

機序はM.oralis感染やcpnとの交差反応に起因するものではなく,宿主因子を含め

た他の要因から解析を行う必要があると考える｡

ウェスタンブロット法ではドットプロット法の結果からヒトのCCT3,ccT4,CCT8,

HSP60.そしてM.oralisの Cpnに焦点を絞って,被験者数を増やして実験を行った｡

その結果,M.oralisのCpnに対してほどの群の被験者血清も強く反応するものが多く,

HSP60に対してはほとんどの被験者血清が全く反応を示さなかった｡これらはドット

プロット法の結果と一致するものであったが,各 ccTサブユニットに対する血清反

応性はドットプロット法よりも全体的に弱かった｡健常者群との比較で有意差をもっ

て強く反応した CCTサブユニットは,歯周病患者群と自己免疫疾患群ともに CCT4

だけであった｡また,被験者群ごとに調べたM.oralisのCpnと各ccTサブユニット

に対する血清反応性の相関分析では,どの被験者群においても相関が無かった｡CCT

に対する自己抗体産生には立体エピトープが重要であると報告されており27),今回の

ドットプロット法とウェスタンブロット法の反応性の違いはこれに起因するものと

考えられる｡

今回の研究では,患者,健常者を問わずM oralisのCpnに反応する抗体が産生さ

れていることが明らかとなった｡メタン生成古細菌は食物にも含まれており37),ヒト
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の免疫機構は恒常的に古細菌とそのCpnに感作されている可能性が高い｡歯周病患者

では,歯周炎局所でのM.oralisとそのCpnによる感作が抗ccT抗体の産生と関連し

ている可能性が示された｡また,これまで多くの先行研究で注目されていた HSP60

よりもCCTの方が歯周病患者や自己免疫疾患患者において,自己抗原としてより病

態と関連している可能性の高いことが示された｡そして CCTサブユニットの中では

CCT3,ccT4,そしてCCT8が主に自己抗体の標的となっていることが明らかとなっ

た｡CCTは自己免疫疾患の診断マーカーとしての有用性が報告されているが 27),今

回の結果からCCT3,ccT4,あるいはCCT8を使用することで,より特異的な診断法

が開発できるものと考える｡これらの研究成果が得られた一方で,M.oralisのCpnと

CCTとの間で交差反応が起きているかどうか示す直接的な結果は得られていない｡さ

らに,CCTに対する自己抗体が歯周病や自己免疫疾患の病態にどのように関与してい

るのかについては,他の先行研究においても不明な点を多く残している｡しかしなが

ら,自己抗体が産生されている事実は,免疫複合体の形成などから,少なくとも歯周

病や自己免疫疾患における炎症反応や組織破壊が CCTに対する免疫応答によって修

飾されている事を示している｡今後は被験者群のサンプル数を増やし,詳細な病型別

の調査と解析を行うことで,慢性炎症における抗 CCT抗体の役割,古細菌感染の影

響が解明できるものと考える｡
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結論

歯周病患者ならびに自己免疫疾患を有する歯周病患者においては,HSP60よりも

ccTがより自己抗体を産生されやすいこと,またその中でもサブユニットである

CCT3,ccT4,そしてCCT8に対する自己免疫応答が強く誘導されており,病態に関

与していることが示唆された｡
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図の説明

図11リコンビナントタンパクCCT3,ccT4,CCT8,M.ora/isの Cpn合成後から

精製後各分画のSDS-PAGE解析

精製前の合成タンパク溶液を21,600×g,】0分間遠心して上清画分 (可溶性画分)

と沈殿画分 (不溶性画分)とに分け,上清画分を用いたクロマ トグラフィー精製後の

溶出画分と供にSDS-PAGE解析後,ゲルのCBB染色を行った｡

M,分子量マーカー ;NC,陰性対照 (3L11);T,精製前合成タンパク溶液 (3Ltl);

S,可溶性画分 (3LLl);P,不溶性画分 (3pl);FT,フロースルー画分 (3pl);El,溶

出画分 (1.25Lll);E2,溶出画分 (2.5LLl);E3,溶出画分 (5LLl);E4,溶出画分 (10LlI)

図2.ドットプロット法による各Cpnサブユニットに対する血清反応性の解析

ヒトのリコンビナントCpn(CCTl,CCT3,ccT4,CCT5,ccT6,ccT8,HSP60),

そしてM.oralisのCpnに対して各被験者血清 (健常者 10人,歯周病患者 10人,自

己免疫疾患患者 15人)の血清IgG抗体の反応性をドットプロット法で検討した｡図

にはナフトール染色後のNC膜の一部を代表例として示したO (A)各Cpnをブロッ

ティングしたメンブレン上の位置,(B)健常者血清を使用した代表例 (h1-h5),(C)
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歯周病患者血清を使用した代表例 (pl-p5),(D)自己免疫疾患患者血清を使用した

代表例 (al-a2)をそれぞれ示した｡

図3.ドットプロット法による各Cpnに対する発色強度の群間比較

各リコンビナントCpnに対する被験者血清の反応性を解析ソフトImageJを用い

て各スポットの発色強度を数値化した｡図はCpnごとに被験者群間を比較したものを

示した｡エラーバーは中央横線の平均値からの標準誤差を示した｡被験者群間の比較

にはStudent's∫-testを用いて検定した｡

H,健常着 ;p,歯周病患者 ;A,自己免疫疾患患者 ;*,p<0,05 ;**,p<0.01

図4.ドットプロット法によるM.oraIIIsのCpnとヒトのCpn(各CCTサブユニツL,

HSP60)に対する発色強度の相関解析

(A)健常者群,(B)歯周病患者群,(C)自己免疫疾患患者群ごとに,M.oralis

のCpnとヒトのCpn(各 CCTサブユニット,HSP60)に対する血清反応のシグナル

値の散布図を示した｡ 図中の直線は回帰直線を示し,相関の検定には Pearson-s

product-momentcorrelationcoefficientを用いた｡図には得られた相関係数rから決定係

数r2を求め,Student'S/-testにより得られた有意水準pを並列して示した｡
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図5,ウェスタンブロット法による各Cpnサブユニットに対する血清反応性の解析

リコンビナントヒトCCT3,ccT4,CCT8,M.oralL'SのCpnとHSP60を使用して,

各被験者血清 (健常者 18人,歯周病患者30人,自己免疫疾患患者 31人)の血清の

IgG抗体の反応性をウェスタンブロット法で検討した｡図には,ナフトール染色後の

PVDF膜の一部を代表例として示した｡

M,分子量マーカー ;P,陽性対照

図6.ウェスタンブロット法による各Cpnに対する発色強度の群間比較

各リコンビナントCpnに対する被験者血清の反応性を解析ソフトImageJを用い

て各スポットの発色強度を数値化した｡図はCpnごとに被験者群間を比較したものを

示した｡エラーバーは中央横線の平均値からの標準誤差を示した｡被験者群間の比較

にはStudent'si-testを用いて検定した｡

H,健常着 ;P,歯周病患者 ;A,自己免疫疾患患者 ;*,p<0.05

図7.ウェスタンブロット法によるM.ora/I'SのCpnとヒトのCpn(各CCTサブユニッ

ト HSP60)に対する発色強度の相関解析

(A)健常者群,(B)歯周病患者群,(C)自己免疫疾患患者群ごとに,ヒトのリ

コンビナントCpn(CCT3,ccT4,CCT8)とM.oralL'SのCpnに対する血清反応のシ
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グナル値の散布図を示した｡図中の直線は回帰直線を示し,相関の検定にはPearson■s

product-momentcorrelationcoefficientを用いた｡図には得られた相関係数rから決定係

数r2を求め,Student'sl-testにより得られた有意水準pを並列して示した｡
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