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はじめに

感染症における細菌や寄生虫などの病原体の主

要抗原の 1つが熱ショックタンパク質 (Heat

Shock Protein : HSPあるいはストレスタンパ

ク質）であることが明らかになって以来，感染症

の発病における同タンパク質の役割に注目が集

まっている叫さらに，このタンパク質のアミノ

酸配列は原核生物から真核生物にいたるまできわ

めてよく保存されている．この相同性の高いタン

パク質でありながら免疫原性が非常に強いという

相反する特徴により， HSPば慢性関節リウマチ

(Rheumatoid Arthritis : RA)などの自己免疫

疾患との関連性も疑われている叫

歯科における 2大疾患の 1つである歯周炎は，

近年の嫌気性菌の分離培養技術の進歩などによ

り，歯肉縁下に生息するいくつかの嫌気性細菌が

その原因として浮上しており，歯周炎は特定のロ

腔内細菌が惹起する感染症であるという認識が強

まりつつある．中でもグラム陰性嫌気性梓菌であ

るActinobacillus.actinomycetemcomitansや

Porphyromonas gingivalisがその原因菌として注

目されている叫

歯周炎は結合組織の破壊と骨吸収を特徴とする

疾患であるという点でRAと病態がよく似てい

る．われわれはこれまでの臨床現場において，慢

性関節リウマチ患者は一般の歯周病患者と比較し

て重篤な症状を呈する場合が多いという現象をし

ばしば経験してきたため，歯周病の原因菌がRA

の原因となっている可能性について注目してき

た．さらに最近，歯周病と RAにおける臨床的，

疫学的研究が報告されている叫しかし歯周病細

菌の RA発病における免疫学的な役割について

は現在のところ全く報告されていない．したがっ

て本研究では， RAにおける歯周病細茜の病因論

的役割を明らかにする目的で歯周病の原因菌の 1

つである A.actinomycetemcomitansのHSP40

(DnaJ) とRA患者血清との免疫学的応答につい

て解析した．

方 法

1.供試菌およびペクタープラスミド

本研究で用いた A.actinomycetemcomitans Y 4 

株（血清型b) は九州大学大学院歯学研究院口腔

保健推進学講座で継代保存されているものを用い

た．ベクタープラスミドの宿主として， Escheriこ

chia coli DH5a株を用いた．また， DnaJおよび

そのタンパク質断片を発現させる際には lacリプ

レッサー遺伝子を含むpREP4を保持する E.

coli Ml5株を用いた．発現ベクターとしては

pQE30 (QIAGEN)を用いた．

2. A. actinomycetemcomitansのdnaJ遺

伝子および同遺伝子断片を発現させるプラスミド

の構築
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A. actinomycetemcomitansのdna]遺伝子の

塩基配列 (DDBJ登録番号： D87753) を基に

BamHIおよびSalIの制限酵素認識部位を付し

たオリゴヌクレオチドプライマーを設計し叫

PCR法にて DnaJタンパク質をコードする約

1.1 kbのDNA断片を増幅した．また，同タン

パク質を断片化するために同様の制限酵素サイト

を付したプライマーを設計し， PCR法にて dna]

遺伝子を 3分割した（図 1)．これらの遺伝子お

よび遺伝子断片を BamHIおよびSalIサイトに

て発現ベク ターである pQE30に挿入して各々

pQEJ, pQEJl, pQEJ2, およびpQEJ3とした．

3. 組換え A.actinomycetemcomitans 

DnaJおよびDnaJ断片の精製

E. coli M15株に dna]遺伝子および同遺伝子

断片を保持する pQE30を形質導入した後，それ

らの形質転換株によるタンパク質発現を IPTG

にて誘導した．さらに超音波破砕機にて菌体破砕

を行った後， Ni-NTAレジンによるアフィニ

ティークロマトグラフィーを用いて目的タンパク

質を精製した．

4.ヒト血清の採取

ヒト血清は RA患者，感染症患者および健常

人の 3群より各々20名ずつ採取した． RA患者

は国立病院九外I医療セ ンターにて加療中の 20名

（男性 4名，女性16名．平均年齢土標準偏差：

58.7土11.1歳，年齢範囲 23-73歳）より採取し

た． RAの診断は米国リウマチ協会の 1987年の

診断基準に基づき行われた．疾患コントロールと

して採血を行った感染症患者の内訳は腸炎9名，

1 377 ―W9//‘ 
J-domain G/F CxxCxGxG non-conserved 

region repeat region 

Corresponding protein fragments 

上
pl-162 

DnaJ2 

pl44-292 
DnaJ3 

p278-377 

図 1 A. actinomycetemcomitansのDnaJタン
パク質の推定構造と同タンパク質断片．

数字はアミノ酸番号を示す．

肺炎 8名，上顎洞炎 2名そして大腿部蜂窟織炎 1

名であり，性別および年齢は RA患者群と一致

させた．また，健常者コントロールとして採血を

行った健常人においても RA患者群と性別およ

び年齢を一致させた．さらに両コントロール群の

患者が自己免疫疾患に罹患していないこと，およ

び全ての血液供給者が免疫抑制剤あるいはステロ

イド系抗炎症剤を使用していないことを確認し

た．また，重度の歯周炎に罹患している患者は対

象から除外した．いずれの血液供給者においても

十分なインフォームドコンセントを得た上で試料

の提供を受けた．

5. ELISA法による慢性関節リウマチ患者に

おける A.actinomycetemcomitans DnaJの免

疫学的性状の解析

精製した DnaJタンパク質および同タンパク質

断片は重炭酸緩衝液にて 5μg/m]の濃度に調整

し， 96穴ポリスチレンマイクロタイタープレー

トに固定した．ブロッキング後，ヒト血清を反応

させ，アルカリフォスファターゼ標識ヤギ抗ヒト

lgG抗体を用いて抗体価を測定した．ヒト血清は

1 : 100から1: 25600まで段階希釈し， 405nm

での吸光度が0.1となる最大希釈倍数の逆数を抗

体価とした． ELISA法によるデータの統計学的

解析は t—検定によって行った．

結果

1. 組換え A.actinomycetemcomitans 

DnaJおよびDnaJ断片の発現と精製

A. actinomycetemcomitans DnaJタンパク質の

推定構造を図 1に示す． N末端側から順に，ァ

ミノ酸番号 1-69 が J—ドメイン， 70-106 がグリシ

ン，フェニルアラニンに富む G/F領域， 145-205

がCxxCxGxGの配列が4回繰り返して存在する

Cys領域，残りの C末端側が保存性の低い高変

異領域であることが推定される．我々は 1.

DnaJタンパク質全体 (DnaJ),2. N末端側の J

―ドメインおよびG/F領域 (DnaJl),3. Cys領

域 (DnaJ2), 4. C末端側の高変異領域

(DnaJ3)のそれぞれををコードする 4つのプラ

スミドを作製した．さらにそれぞれのプラスミド

を有する形質転換株から得られた粗抽出標品につ

いて SDS-PAGE法により解析した．その結果，

DnaJタンパク質の分子量の大きさはアミノ酸配
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列より推定される分子量とほぼ同じ値を示した．

しかし， DnaJタンパク質断片においてはアミノ

酸配列より推定される分子量よりも大きい値を示

した．アフィニティークロマトグラフィーによる

精製標品についても粗抽出標品と同様の分子量で

あることが確認された（図 2).

2. ヒト血清における A.actinomycetem-

comitans DnaJタンパク質の抗原エピトープの

解析

ヒト血清中の DnaJ,DnaJl, DnaJ2,および

DnaJ3に特異的な lgG抗体価について ELISA

法を用いて解析した．ヒト血清としては RA患

者，感染症に罹患した患者，健常人各20名ずつ

から採取したものを用いた． DnaJタンパク質全

体に対する平均抗体価は RA患者と健常人につ

いて有意差は認められなかった（図3A)．しか

し， DnaJタンパク質断片に対する平均抗体価を

調べたところ， DnaJlにおいてのみRA患者と

健常人について有意差を認めた（図3B)が，

DnaJ2およびDnaJ3においては認められなかっ

た（図3C,および3D)．また，この反応がRA

M12345678910  
kDa 

43-

20-

一
図 2 A. actinomycetemcomitansの組換え
DnaJタンパク質と同タンパク質断片の
SDS-PAGE解析． M, サイズマー
カー：レーン 1,pREP4を持つ E.coli 
M 15株：レーン 2,pREP4および
pQE30を持つ E.coli M 15株；レーン
3, pREP4およびpQEJを持つ E.coli 
M 15株：レーン 4, pREP4および
pQEJlを持つ E.coli M 15株：レーン
5, pREP4およびpQEJ2を持つ E.coli 
M 15株；レーン 6, pREP4および
pQEJ3を持つ E.coli M 15株：レーン
7, DnaJの精製標品：レーン8,DnaJl 
の精製標品；レーン 9,DnaJ2の精製標
品：レーン 10,DnaJ3の精製標品

に特異的なものであることを確認するため RA

患者と感染症患者との平均抗体価を調べたとこ

ろ， DnaJタンパク質全体および同タンパク質断

片のいずれにおいても有意差を認めなかった（図

3 A, 3 B, 3 C,および3D). 

考察

HSPは種を越えて保存性の高い，免疫原性の

強いタンパク質である．そのため， HSPは感染

症のみならずRAのような自己免疫疾患におい

てもその関連が疑われている叫さらに， RAと

歯周病の病態が似ていること， RA患者に重度の

歯周病に罹患している場合が多いことなどから，

我々は RAと歯周病との関連について，特に

HSPに注目してきた．そこで今回我々は歯周病

細菌である A.actinomycetemcomitansの

HSP40である DnaJタンパク質と RA患者血清

との反応性を解析した．

まず，我々は A.actinomycetemcomitansの

DnaJタンパク質全体に対する RA患者の全抗体

価が感染症患者や健常人のそれと等しいことを確

認した．このことはリウマチ因子がELISA法に

よる今回のアッセイに影響しなかったことを示し

ている（データ省略）．その一方， DnaJタンパ

ク質のJ―ドメインおよびG/F領域に対する RA

患者血清の lgG抗体価は健常人や感染症患者の

それと比べ，著しく高い値を示した．

原核生物から真核生物において， DnaJ/

HSP40ファミリーの N末端側105アミノ残基は

J―ドメインおよびG/F領域という 2つのきわめ
て保存性の高い領域からなる 3)．以前， RA患者

は大腸菌DnaJのN末端側 100アミノ残基にお

いて著しく高い抗体価を示すことが報告されてい

る列さらに，重度RA患者の約90％がHLA-

DRハプロタイプに QK/RRAAという配列を

DRBl鎖に持ち，大腸菌の DnaJタンパク質にも

QKRAAという配列があることを示している叫

我々は以前， A.actinomycetemcomitans の

DnaJタンパク 質には QKRAAの代わりに

EKRAA（アミノ酸番号61-65) という配列があ

ることを報告している (DDBJ登録番号：

D 87753)．今回，グルタミンとグルタミン酸の違

いにもかかわらずRA患者の血清は lgGレベル

において A.actinomycetemcomitansのDnaJ夕
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図3 A. actinomycetemcomitansの組換え DnaJタンパク質と同タンパク質断片に対するヒト

lgG抗体価．横線は平均値を示す． A.actinomycetemcomitans のDnaJ(A), 
DnaJ 1 (B), DnaJ2 (C)，およびDnaJ3(D) をELISA法の抗原として使用した場合

のヒト lgG抗体価． N,健常人， D,感染症罹患者， RA,慢性関節リウマチ患者． n.
s.，統計学的有意差なし． ＊ P < 0.05. 

ンパク質の保存性の高い領域に強い反応を示すこ

とが明らかになった． RA患者血清がこのような

領域に強い免疫応答を示すことは HSP40のJ―ド

メインがRAの自己免疫的な発症に関与してい

る可能性があることを示唆するものである．

最後に，我々は RA患者に特異的な免疫原性

の強い領域を歯周病細菌である A.

actinomycetemcomitansのDnaJタンパク質より

発見した．ただし，この結果が直接歯周病細菌の

HSPがRA発症の主要因子になっていることを

示唆するものではなく，更なる抗原エピトープの

解析などを行い，歯周病細菌と RAの関連を検

討していく必要があると思われる．
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