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はじめに

　幾つかの細菌感染症において，病原細菌の産生する

熱ショック蛋白質（heat shock protein: HSP）が注目され
ている。HSPの名称は細菌を含む生体細胞を通常より
数度高い温度にさらすだけで，きわめて短時間のうちに

幾種類かの蛋白質の新たな合成が始まることに由来する

が，熱ショックだけでなく，酸化剤，重金属，アルコー

ルなどの細胞傷害物質，異常蛋白質の誘導剤，グルコー

ス飢餓，pH変動，エネルギー産生系や各種酵素の阻害

剤といった種々の細胞傷害因子によっても誘導されるた

め，ストレス蛋白質とも呼ばれている1）。HSPのいくつ
かは平常時にも細胞内に存在し，蛋白質の折り畳み（三

次構造の形成）や会合状態（四次構造の形成）を制御し

て機能的構造体の形成を助ける分子シャペロン（介添役）

の役割を果たしているものもある2, 3）

　ところで，従来より，結核やらいなどの細菌感染症

では，病原菌の産生する HSPが免疫応答の主要な標的
となっていることが報告されてきた4）。感染時に細菌が
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大量の HSPを産生することや HSP自体が強い抗原性を
持っていること，更には感染を繰り返すことによって

病原体の中でよく保存された分子である HSPに対する
免疫記憶ができていることなどがその理由と考えられ

る5）。慢性持続性の口腔感染症である歯周病は，特定の

歯周病原細菌がその発症・進展に深く関与している。歯

周病に罹患した歯周局所では病原細菌が起炎刺激となり

宿主細胞との間で相互に作用することが想定されるが，

この際細菌自身も歯周ポケット内での温度上昇6）を含む

多くのストレスを受ける。そのため，歯周病原細菌由来

HSPも上記に示す感染症と同様に，宿主との免疫応答
において重要な役割を果たすことが推察される。本総説

では HSP60 familyに属する口腔細菌の GroELを中心に
その歯周病への関与について，これまでの研究成果を含

めて考察する。

１．歯周病原細菌HSPの構造

　生物種によって熱ショック応答を引き起こす温度条

件は異なるにもかかわらず，誘導される HSPは進化を
こえて保存された構造や性状を有することが報告され

ている7）。我々は歯周病原細菌の HSPの分子性状を調
べるため，Actinobacillus actinomycetemcomitans（A.a.），
Porphyromonas gingivalis（P.g.），Tannerella forsythensis
（T.f.） （ 以 前 は Bacteroides forsythus），Campylobacter 
rectus（C.r.）より GroELおよび HSP70 familyに属する
DnaKを adenosine 5' -triphosphate（ATP）分解活性を有
する特徴を利用して抽出を試みた8, 9）。

　P. gingivalisについて［14C］で標識されたアミノ酸混
合液を37℃または44℃の条件下で取り込ませて調べたと

ころ，図１のレーン２に示すように熱ストレス条件下で

は75kDaと68kDaに増幅バンドが認められ， ATP-agarose
を用いたクロマトグラフィーにより，これらの増幅蛋

白質が分離されることが確認された（レーン３）。また，

Western immunoblotting法により，それぞれは P.g.DnaK，
P.g.GroELと考えられた。このアフィニティクロマトグ
ラフィーに SDS-PAGE及び電気泳動溶出の手法を組み
合わせて歯周病原細菌から HSPの抽出・精製を行った
ところ，GroELは先に述べたすべての細菌から，DnaK
は P. gingivalis，T. forsythensisから相当量の蛋白質を抽
出することができ，両物質とも ATP分解活性を有す
ると推測された9, 10）。一方，これら抽出物の N末端ア
ミノ酸解析では，GroEL（35残基）および DnaK（16
残基）とも高いアミノ酸配列の相同性を示した11）。そ

の後の遺伝子解析により，各細菌の GroEL核酸配列が
明らかにされている12）が，我々は，C.r.GroELの核酸
配列を検索し，GroEL上流に存在する GroESとオペロ
ン形成していることを報告した13）。また，Helicobacter 
pylori（H.p.）や他の歯周病原細菌との配列を比較した
ところ，各細菌 GroELの C.r.GroELに対する核酸配列
の homology は H. pylori 76.3％，P. gingivalis 60.6％，A. 

actinomycetemcomitans 63.6％，Escherichia coli（E.c.）
62.2％ , ヒト HSP60（HuHSP60）51.4％といずれも高い
相同性を示した。

　前述のアフィニティクロマトグラフィーおよびゲ

ル濾過の手法を組み合わせ，高次構造を保った native 
A.a.GroELを精製してその微細構造を電子顕微鏡にて観
察した。その結果，図２Ａに示すように，直径約12 nm
の７角形状にサブユニットが配置したリング形状と

なっていることを確認している14）。E. coliで認められ
る GroEL複合体は，図２Ｂに示すような７分子がリン
グ状の複合体を形成し，それが背中合わせに２つ積み

重なって円筒構造となっている。それ故，図２Ａは図

２Ｂの矢印方向からの観察像と考えられ，A.a.GroELに
おいても類似の構造を有していると推察された。また，

抗 A.a.GroEL抗体を作用させた菌の電子顕微鏡像におい
て，GroELの菌体外への放出を確認している14）。感染症

において，強い免疫原性を発揮する蛋白質の局在性を探

求することは非常に重要であり，Clamydia trachomatis, 
H.pyloriなどでは HSPが菌体表層に存在していることが
示されている15, 16）。歯周病原細菌においても HSPが菌
体表層に局在するかあるいは菌体周囲へ分泌されるので

あれば，歯周局所に菌体が定着した際の抗原提示分子と

して重要な役割を果たすことが考えられる。

図１ 14Cアミノ酸混合液を取り込ませた P. gingivalisの
fluorography

 レーン１：37℃で取りこませた菌体 , レーン2：
44℃で取りこませた菌体 , レーン３：44℃取り込
み菌体破砕物より ATP-agaroseクロマトグラフィ
ーにて精製した画分，各レーンとも400 dpmをア
プライした．
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２．歯周病原細菌HSPの抗原性状

　感染微生物の HSPを抗原として認識することは宿主
にとって功罪の両側面が考えられる。六反は17），その

利点として，細菌の HSP分子が菌種間でほぼ同一のた
め，いわば広域スペクトル抗生剤のように広い範囲の

細菌感染症に対処できるが，逆に細菌とヒト由来 HSP
の分子が類似しているため，本来は細菌の HSPを抗
原として認識したものが誤ってヒト HSPを抗原として
認識し，自己免疫疾患を誘発する可能性を指摘してい

る。P.g.GroEL，A.a.GroELおよび C.r.GroELは HuHSP60
のアミノ酸配列との高い相同性（それぞれ48％，48％，

52％）が認められている13, 18）。歯周病原細菌 HSPに関す
る初期の基礎的研究において，P.g.GroELのアミノ酸配
列には歯周組織の主たる構成成分である type I collagen
や type Ⅲ collagenとの相同性が高い部位が存在したこ
と19）や，歯周病原細菌とも反応する抗 HSP60モノクロー
ナル抗体を用いた免疫組織像において，歯周炎患者から

採取した歯肉切片の基底細胞や血管内皮細胞が強く反応

することが報告された20）。我々は C.r.GroELの抗原性状
について検索し，HuHSP60に対するモノクローナル抗体
（mAb-HuHSP60）を用いたWestern immunoblottingの結
果，C.r.GroELと交叉反応をすることを明らかにした10）。

歯周病患者においても HuHSP60に免疫反応する抗体の
保持により，歯周局所における宿主と病原細菌に由来す

る HSPの分子相同性に基づく自己免疫疾患（宿主は病
原細菌の HSPと自己の HSPとの判別が出来ず，宿主の
HSPと間違った免疫応答を生じる）として関与してい
るかも知れない。

　A.a.GroELと宿主蛋白質との分子相同性は非常に興味
深い。抗 A.a.GroELポリクローナル抗体（pAb-A.a.GroEL）
はヒト plasma fibronectinと強い交叉反応（図３のレー
ン２）を，ヒト線維芽細胞由来 fibronectinとも弱い交叉
反応（図３のレーン３）を示した。A.a.GroELと plasma 
fibronectinのアミノ酸配列を解析した結果，８カ所にア

ミノ酸配列４残基が一致する部位が存在し，そのうち

の２つ（GQLIと TGLE）は E.c.GroELには存在しない
A.a.GroELに特有の配列であった。さらに表面プラズモ
ン共鳴を利用したバイオセンサー（BIACORE 1000）を
用いた解析により，TGLEは pAb-A.a.GroELと交叉反応
することが示された21）。以上の結果は早期発症型歯周炎

患者において認められる急速な歯周組織破壊のメカニズ

ムに，抗歯周病原細菌 HSP抗体 -fibronectin複合体の関
連した免疫応答の可能性を示唆している。

　一方，pAb-A.a.GroELを用いたWestern immunoblotting
の 結 果 か ら，C. rectus ATCC33238株 由 来 GroEL は
S-layer proteinと共通抗原を有し，これに関与する抗原
基は糖鎖抗原であることを示した22）。C. rectus S-layer 
proteinは強い抗原性を有し，また歯周病患者由来の血
清中にこれに対する抗体の存在が報告されている23）た

め，C. rectus が定着した歯周局所では，抗 S-layer protein
抗体は自身の分子だけでなく C.r.GroELとも活発に抗原
抗体反応を引き起こすことも考えられる。

３．熱ショック蛋白質と免疫応答

　先にも述べたように，病原細菌の HSPは宿主免疫応
答の標的となっている点で注目されている4）。宿主細

胞が自らを守るため HSPを発現するが，病原微生物の
HSPと相同性が高いと微生物の HSPに対して誘導され
た T細胞は宿主細胞の HSPも認識し，活性化して Th2
サイトカインを産生する。更にＢ細胞により HSPを認
識する自己抗体の産生から，自己免疫疾患に認められる

図２ A. actinomycetemcomitans GroELの微細構造
 Ａ：精製 A.a.GroELの電子顕微鏡像，Ｂ：推定さ

れる A.a.GroEL複合体モデル．

図３ 抗 A. actinomycetemcomitans GroEL 抗 体 と
fibronectin と の 交 叉 反 応 を 示 す Western 
immunoblotting

 レーン１：A.a.GroEL（0.02 μg），レーン２：ヒト
plasma fibronectin（1.67 μg），レーン３：fibroblast 
fibronectin（1.67 μg）．

A B
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炎症反応や抗原－抗体複合体形成によるⅢ型アレルギー

反応などが生じると考えられる。H. pylori感染患者の血
清中に存在する抗 H.p.GroEL抗体（抗 HspB抗体）に関
して，HuHSP60との間で DNA塩基配列及びアミノ酸配
列に高い homologyが認められること，免疫学的交叉反
応が存在すること，更に幾つかの mAb-H.p.GroELが胃
粘膜に寄生した H. pyloriを認識するだけでなく胃粘膜
上皮や唾液腺の導管上皮と交叉反応することが報告され

ている24）。この結果は，抗 H.p.GroEL抗体が自己抗体と
して挙動し，上部消化管の自己免疫学的な機序による炎

症を引き起こす可能性を示唆している。

　歯周病原細菌の GroELと歯周病の関連性を示唆する
幾つかの臨床研究がある。21名の若年性歯周炎あるい

は急速進行性歯周炎患者から採取した血清のうち，９

名の血清は A.a.GroELと強く反応したとして Kogaら
25）により HSPと歯周炎との関連性が初めて報告され
た。更に，Maedaら26）は P. gingiralisに対して血清抗体
価が上昇している患者10人中８人では，リコンビナント
P.g.GroEL（rP.g.GroEL）に対する抗原抗体反応が認めら
れたことを報告した。Tabetaら27）も歯周病患者におい

て rP.g.GroELと HuHSP60の両方に対する血清抗体陽性
の頻度が健常者と比較して有意に高いことを報告してい

る。このように，歯周病患者において病原細菌の HSP
に対する抗体価が末梢血中で上昇していることが報告さ

れている。

　IgGや IgA産生などに代表される宿主の体液性免疫応
答は感染症に対して防御的な役割を担っていると考えら

れているが，HSPに対する唾液 IgA抗体は血清中の抗
体とは異なる傾向が認められたという報告がある。健常

者，歯肉炎患者及び歯周炎患者より得られた血清中及び

全唾液の GroELに対する IgA抗体価を調べた Schettら
の報告28）では，歯周炎患者群からの血清中に健常者群，

歯肉炎患者群のそれに対して有意に高い IgA抗体価を
認めたが，逆に全唾液を検体として用いると歯肉炎患者

群は健常者群及び歯周炎患者群に対して有意に高い IgA
抗体価を認めている。我々も，Western immunoblottingの
結果から歯周病患者唾液 IgAと種々の口腔細菌 GroEL
との免疫反応を観察している（典型的な免疫反応を図

４Ｂに示す）。しかし，Schettらとは異なり，C.r.GroEL
および P.g.GroELに対して歯周炎患者群の IgA抗体価
陽性の頻度は対象群のそれより有意に高いことを示

している29）。一方 C.r.GroELに対する抗体価陽性者か
ら精製した唾液 IgAは，後述する C.r.GroELの有する
interleukin(IL)-6産生能を部分的に阻害する（約31％）こ
とも見い出した29）。一般に唾液 IgAは，小腸にあるパイ
エル板への抗原刺激によって強く誘導され，IgA前駆細
胞が腸管膜リンパ節へ移動後，唾液腺組織に至って免

疫細胞となり，この細胞中で産生された分泌型免疫グロ

ブリンが口腔内に分泌されて，微生物の付着防止，排除

などの働きをするとされている30）。口腔細菌 GroELを

認識する唾液 IgAの産生メカニズムには不明な点もあ
るが，増産された GroEL認識唾液 IgAはその炎症性サ
イトカイン誘導を抑制すると考えられることから，歯周

病の進行に対して宿主防御的に働いているのかも知れな

い。

　最近 rP.g.GroELを歯周病進行抑制のワクチンとして
用いた動物実験が報告された31）。P. gingivalis単一感染
群だけでなく６種の歯周病原細菌を用いた混合感染実験

系においても，ワクチン摂取群は対照群と比較して有意

な歯槽骨吸収の抑制が認められている。また，歯槽骨吸

収量と抗 P.g.GroEL血清抗体価が負の相関関係を示した
ことから，抗 P.g.GroEL抗体価が細菌誘導型歯周病に対
する防御能の predictorとなる可能性を示唆している。

４．熱ショック蛋白質の生物活性

　歯周病原細菌に関連する HSPの生物活性として
は，分子シャペロンとしての機能以外に，炎症性サ

イトカイン誘発性や歯根膜上皮細胞の増殖促進（cell 
proliferation）が注目されている。宿主細胞からのサイト
カインの分泌は生体にとって重要な防御機構の因子であ

図４ 歯周病患者唾液 IgA抗体と口腔細菌および GroEL
との免疫反応

 Ａ：Coomassie 染色による SDS-PAGE，Ｂ：歯
周病患者唾液を１次抗体、抗 IgA抗体を２次抗
体としたWestern immunoblotting．レーン１およ
び２：C. rectus菌体および C.r.GroEL，レーン３
および４：A. actinomycetemcomitans菌体および
A.a.GroEL，レーン５および６：P. gingivalis菌体
および P.g.GroEL，レーン７および８：E. coli菌
体および E.c.GroEL，レーン９：HuHSP60．Ｂの
矢印は菌体中の C.r.GroELとの反応を示す．
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るものの，過度の生体反応は逆に種々の傷害を引き起こ

す「諸刃の剣」である。Marcatiliら32）は，大腸菌由来

の GroELが Keratinocyteに作用して TNF-α，IL-1α，IL-6
が産生誘導されて培養上清中へ放出することを報告し

たが，H.p.GroELも胃粘膜上皮細胞に作用して，IL-8産
生を促進することが明らかにされている33）。我々は，精

製 A.a.GroEL及び C.r.GroELを用いてヒト歯肉上皮細胞
（HGE）やヒト歯肉線維芽細胞（HGF）に作用させ，歯
周局所における炎症反応に関与する種々のサイトカイ

ンについて検索した。GroEL 3.0 μg/mlとともに HGFを
22時間培養した後，培養上清中のサイトカイン量を調

べた結果，IL-6量及び IL-8量は無刺激のものと比較し
て，E.c.GroELはそれぞれ1.8倍及び1.4倍であったのに
対して，C.r.GroELではそれぞれ5.4倍と3.5倍と高い値
を示し34），mRNAレベルでも，無刺激の細胞に比較し
てそれぞれの遺伝子発現の増加が確認された18）。また，

図５に示すように C.r.GroELを HGEに作用させたとこ
ろ A.a.GroELと同様に1.0 μg/mlをプラトーとして IL-6
産生促進が確認された13）。一般に HSPは宿主細胞上の
Toll-like receptor（TLR）と結びつき，シグナル伝達系を
介して炎症性サイトカイン産生に働くことが知られてい

るが，H.p.GroELでは，TLR2およびMAP kinase 系を介
してヒト単球細胞から IL-8放出を促すことが報告され
ている35）。A.a.GroELや C.r.GroELにおいても同様のメ
カニズムによって IL-6や IL-8が産生されているのか調
べる必要がある。

　一方，A.a.GroEL は歯根膜上皮細胞の増殖（cell 
proliferation）を引き起こす能力を有する。我々はブタ
由来の歯根膜上皮細胞を用いた細胞傷害実験におい

て，A.a.GroEL 様蛋白質は0.4～1.0 μg/ml の低濃度で
は細胞の増殖を促進する反面，これ以上の高濃度では

培養細胞数を減少させることを報告している14）。Paju
ら36）は熱ストレスにより膜画分への A.a.GroEL増幅が強
い A.actinomycetemcomitans菌株では歯根膜上皮細胞の増
殖を促進し，これにより歯周局所において付着上皮細胞

が根尖側へ増殖するとした仮説を示している。同研究グ

ループはこれら上皮細胞増殖の理由として ERK1および
MAP kinase系を介した細胞増殖のメカニズムを示して
おり，また，rHuHSP60では同様の現象が起こらないた
め，細菌の GroELに特有なペプチド配列部分が関与す
ることを報告している37）。

ま　と　め

　以上，概説してきたように歯周病原細菌の HSP，特
に主要な GroELは宿主細胞に作用し，炎症性サイトカ
イン産生を通して歯周病の発症・進展に関与することが

示されてきた。HSPの分子相同性が関与した体液性免
疫応答に関しては依然不明な点も多いが，歯周病患者で

認められる GroELに対する血清 IgGや唾液 IgA抗体価
の上昇は歯周病の進行に対して宿主防御的に働くと考え

られる。今後，歯科で求められるテーラーメイド治療に

あたり，歯周疾患初期の段階からその活動性や進展方向

（歯肉炎でとどまるか，歯周炎と進行するか）を予測す

る抗体検査として，HSP抗体価測定を応用する価値は
十分ある。

　奥田38）は HSP抗原に対する交叉反応（免疫病理学的
反応）が心冠動脈で起こると，その部位にⅢ型アレルギー

反応または自己免疫疾患に認められる炎症が惹起され，

動脈硬化が発症してくるメカニズムの可能性を幾つかの

報告を引用して説明している。一方，口腔領域での自己

免疫疾患として，口腔細菌の HSPはベーチェット病に
認められる口腔粘膜疾患や顎関節部のリウマチとの関連

が指摘されている39）。歯科医療従事者が循環器疾患や自

己免疫疾患の予防を念頭にした歯周疾患治療を実施する

に当たり，歯周病原細菌の持続感染を調べる生化学検査

として HSP抗体検査が必要となるかも知れない。更な
る研究が待ち望まれる。
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