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研究成果の概要（和文）：本研究では，化膿レンサ球菌のエンドペプチダーゼPepOと補体C1qとの相互作用と，
PepOが補体免疫回避や菌の病原性に及ぼす影響を検討した．
ELISAの結果より，PepOはC1qと濃度依存的に結合した．さらに，低pH条件下においてPepOはIgGとC1qとの結合を
阻害した．また，低pH条件においてはPepOはヒト血清中における化膿レンサ球菌の殺菌回避に寄与した．マウス
皮膚感染モデルにおいて，野生株感染病巣はpepO欠失株感染病巣より大きく，かつ病巣における補体活性は低下
した．
以上の結果より，化膿レンサ球菌のPepOは補体免疫回避に寄与することで，病原性を発揮することが示された．

研究成果の概要（英文）：In this study, we identified an endopeptidase of Streptococcus pyogenes, 
PepO, as an interacting molecule with complement C1q, and investigated its effects on complement 
immunity and pathogenesis. 
ELISA results revealed that PepO bound to C1q in a concentration-dependent manner under 
physiological conditions. Then, the effects of PepO on bacterial evasion from complement immunity 
was analyzed in various pH condition. Under low pH conditions, PepO inhibited the binding of IgG to 
C1q. In addition, pepO deletion rendered S. pyogenes more susceptible to the bacteriocidal activity 
of human serum. The wild-type strain (WT)-infected tissues exhibited greater severity and lower 
complement activity as compared to those infected by ΔpepO in a mouse skin infection model. 
Our results suggest that interaction of S. pyogenes PepO with C1q interferes with the complement 
pathway, which enables S. pyogenes to evade complement-mediated bacteriolysis under acidic 
conditions.

研究分野： 口腔細菌学

キーワード： 化膿レンサ球菌　補体　エンドペプチダーゼ　古典経路　C1q
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
	 S. pyogenesは血液寒天培地上で β溶血性を
示すグラム陽性球菌であり，ヒトを唯一の宿
主とする病原微生物である．膿痂疹や咽頭炎
などの比較的低侵襲な疾患から，軟部組織壊
死を伴い敗血症性ショックを来たす劇症型
化膿レンサ球菌感染症まで多彩な病態を示
す．さらに，S. pyogenesは多様な病原因子を
発現し，宿主免疫を回避することが知られ
ている．申請者は宿主自然免疫のうち補体
免疫系に着目し，これまでに S. pyogenesの
システインプロテアーゼが各種補体関連因
子を分解することで膜侵襲複合体の形成を
阻害し，宿主補体免疫を回避することを解
明した． 
 
２．研究の目的 
(1) S. pyogenesの病原因子のうち，補体古典
経路の開始因子である補体 C1q と相互作用
を示す分子を同定する． 
 
(2) 同定した分子と C1qとの相互作用の詳細
を明らかにし，血清中での菌体生存および病
原性に及ぼす影響を検討する． 
 
３．研究の方法 
	S. pyogenesの類縁菌種である S. pneumoniae
の endopeptidase O (PepO)はC1qと相互作用し，
オプソニン化の回避に寄与することが明ら
かにされている．S. pneumoniaeの PepOは S. 
pyogenes の PepO と 68%の相互性を示すこと
から，PepO を C1q と相互作用を示す分子の
候補とした．また，予備実験で複数の臨床分
離株において，莢膜産生量の高い株は高い
C1q結合能を有したことから，莢膜 
も C1qと相互作用を示す候補とした． 
 
(1) PepOの抗血清を作製し，S. pyogenesの臨
床分離株計 20株における PepOの発現と局在
をWestern blot法にて検討した． 
 
(2) 莢膜をコードする has オペロンのうち
hasAの欠失株，相補株を作製し，菌体と C1q
との結合を ELISA法にて解析した． 
 
(3) 組換え PepO(rPepO)を作製した．続いて，
生理条件下における rPepOとヒト C1qとの結
合を ELISA法にて検討し，ポジティブコント
ロールであるヒト IgGと C1qとの結合，ネガ
ティブコントロールである BSA と C1q との
結合と比較した．また，rPepOおよび IgGと
C1q との分子間相互作用について，表面プラ
ズモン共鳴装置を用いて解析した． 
 
(4) rPepOと C1qとの相互作用に NaCl濃度及
び pH が及ぼす影響を，ELISA にて解析し，
IgGと C1qとの結合に対する作用と比較した． 
 
(5) rPepOおよび IgGとC1qとの結合に対する
IgGと PepOの阻害作用を，競合 ELISAにて

検討した． 
 
(6) 莢膜型M3の S. pyogenes SSI-1野生株もし
くはそれを親株とした pepO欠失株（ΔpepO）
を，様々な pH 条件下にて血清もしくは非働
化血清と反応させ，PepO が菌体の血清中に
おける生存に及ぼす影響を検討した．さらに，
pH5.0 条件下にて血清と反応させた後の菌体
表層構造を，走査型電子顕微鏡で観察した． 
 
(7) 野生株と ΔpepO株をそれぞれマウスに皮
内感染させ，病原性に及ぼす影響を検討した．
さらに，各菌株感染病巣における補体活性お
よび集積した C1q量を定量し，比較した． 
	
４．研究成果	
(1) Western blot解析の結果，PepOの発現は
供試した S. pyogenes 20株全ての菌株の細
胞質および培養上清画分に検出された．な
お，細胞壁画分にはほとんど PepO は検出
されなかった． 
 
(2) 予備実験の結果に反し，hasA 欠失株は
野生株および相補株と比較して高いC1q結
合能を示した．この結果より，莢膜と C1q
との相互作用の検討は中止した． 
 
(3) pH7.4の生理条件下において rPepOはヒ
ト IgGと比較して少ないものの，C1qと濃
度依存的に結合した（図 1）．さらに，rPepO
は IgGと同等以上に，C1qに対して高い親
和性を示した． 

	

図 1.	PepO と C1q との結合.*p<0.05	(vs.BSA)	

 
 
(4) rPepOと C1qとの結合は IgGと C1qと
の結合と同様に，高濃度の NaCl 存在下に
て阻害された（図 2）． 
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図 2.	PepO および IgG と C1q との結合に NaCl 濃度

が 及 ぼ す 影 響 .	 **p<0.01,	 *p<0.05	 (vs.	

physiological	condition).	

	

また，rPepO と C1q は，低い pH 条件下に
おいて高い結合性を示した．一方，IgG と
C1q とは高い pH 条件において結合量が増
加する傾向が認められた（図 3）．  
 
 
	

	

	

	

	

	

図 3.	PepO および IgG と C1q との結合に pH が及ぼ

す影響.	**p<0.01,	*	p<0.05	(vs.pH7.4)	

 
 
(5) pH 5.0条件下では，IgGは rPepOと C1q
との結合に影響を及ぼさなかった（図 4A）．
一方，IgG と C1q の結合を PepO は濃度依
存的に阻害した（図 4B）． 

図 4.	pH	5.0 条件下において PepO および IgG と

C1q との結合に IgG および PepO が及ぼす影響.		

 
(6) pH5.0条件下では，ヒト血清存在下にお
ける ΔpepO の菌数増加率は野生株と比較
して有意に低下した（図 5A）．一方，非働
化血清と反応させた場合，野生株とΔpepO
の菌数増加率に有意差は認められなかった．
なお，pHの上昇に伴い，PepOによる補体
関連殺菌回避作用は低下した（図 5B, C）． 
 

 
図 5.	pH	5.0,	6.0,	7.0	条件下において PepO が

血清もしくは非働化血清存在下での菌の生存に及

ぼす影響.	**p<0.01,	*p<0.05	

 
また，pH5.0 条件下におけるヒト血清と反
応させた菌体の表層構造については，
ΔpepOでは野生株と比較して著明な表層構
造の破壊が認められた．一方，非働化血清
と反応させた菌については野生株，ΔpepO
共に表層構造の破壊は認められなかった 
（図 6）． 
 

図 6.	pH	5.0 条件下において PepO が血清存在下で

の菌の表層構造保持に及ぼす影響	

 
(7) マウス皮膚感染モデルにおいて，ΔpepO
感染による皮膚病巣の面積は野生株感染時
と比較して有意に減少した（図 7A, B）． 
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図 7.	PepO が皮膚病変形成に及ぼす影響．(A)	感

染 3 日後のマウス背部の典型像．(B)	感染 1〜3 日

後のマウスの背部の病巣サイズをデンシトメトリ

ック解析にて定量した．*p<0.05	

 
さらに，野生株感染マウス皮膚病巣組織に
おける補体活性は，ΔpepO感染マウスと比
較して低かった（図 8左）．また，野生株感
染皮膚病巣のC1q量はΔpepO感染マウスと
比較して有意に高かった（図 8右）． 
 

 
図 8.（左）PepO が S.	pyogenes感染病巣における

補体活性に及ぼす影響（右）PepO が S.pyogenes

感染病巣における C1q 量に及ぼす影響	

 
	 以上の結果より，S. pyogenesの PepOは
炎症病巣において，C1q との結合により補
体古典経路を阻害することで殺菌を回避し，
菌の病原性に寄与することが示唆された． 
	 本研究結果は，S. pyogenesの PepOによ
る補体免疫回避機能の影響について，国内
外で初めての報告である．今後は既報の
PepO の他の機能と本研究で明らかにされ
た機能との関連性，さらには S. pyogenesの
病原性に及ぼす影響の詳細について明らか
にする予定である． 
 	 	 	  
５．主な発表論文等	
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線）	
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