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研究成果の概要（和文）：A群レンサ球菌の「株特異的病原性発揮機構」の解明を目指し、i) 劇症型株に特異的
に保存されている新規SNPsを多数同定し、ii) 劇症型特異的に優占するファージと外来性病原因子や、iii) フ
ァージ由来メチラーゼによるメチル化パターンが病原因子により異なることを見出した。また、本種の多様化に
おいては、原核生物の獲得免疫システム（CRISPR）と病原因子の運搬役であるバクテリオファージの関わりが主
要な役割を果たし、CRISPRの欠失が一つの種内を大きく2つのグループに分ける要因になっていることを明らか
にした。

研究成果の概要（英文）：Aiming at elucidation of "strain-specific pathogenicity exertion mechanism" 
of group A Streptococcus, i) we identified a large number of novel SNPs specifically conserved in 
virulent strains, ii) virulent-type-specific phage and the foreign pathogenic elements and iii) 
phage-derived methylase resulted in the difference of methylation pattern in virulence genes. In 
addition, in the diversification of this species, the relationship between the prokaryote acquired 
immune system (CRISPR) and the bacteriophage that is the carrier of the pathogenic factor plays a 
major role, and deletion of the CRISPR largely affects one within two species. It clarified that it 
may became a factor to divide into two groups: virulent and non-virulent clone.

研究分野：環境遺伝生態学
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  １版

平成

研究成果の学術的意義や社会的意義
上記の知見は、次の研究に継続、発展させる。難治性の慢性呼吸器感染症である肺NTM症 (Notuberculous 
mycobacteria, NTM)は、先進諸国を中心に患者数が急増しており、国内の罹患率が世界一高いことから公衆衛生
上の対策が急務である。特に本菌の対策において、迅速な治療が求められない安定型に対して、予後の経過が思
わしくない進行型の原因解明が求められている。しかし、NTMは生育が遅く遺伝子改変が困難であることから研
究が進んでいない。本研究でも共通の成果が得られる可能性があり、本課題の成果が多くの研究の基盤となる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 

ヒトには多種多様な細菌が生息しており、両者は互いに有益な共生関係を築いている。しか
しながら、この中には日和見感染症を引き起こす種のみならず、病原性を示す細菌も潜在して
いる。例えば、結核菌は 33%、ピロリ菌や黄色ブドウ球菌は 50%のヒトが無症候性キャリアで
ある。中でも、ヒトのみに生息している病原細菌である A 群レンサ球菌（Group A Streptococcus, 

以下 GAS と示す）は、症状を全く引き起こさない場合や、咽頭炎、扁桃炎といった軽症から
（世界で年間６億人）、稀に致死率が 30%を超える劇症型感染症（世界で年間 50 万人）を引き
起こす臨床的にも重要な病原細菌である。我々独自の疫学調査（未公表）では、90%以上の健
常な成人が GAS のキャリアであることがわかっている。このことから、本菌の特徴は、ヒト
に高度に適応しているにも関わらず、時として劇症型化することにあり、この劇症化メカニズ
ムを解明することが本菌感染症の制御には必須であると考えられる。また、日本において今年
度８月時点で過去最多 279 名もの劇症型疾患が報告されており、その解明は喫緊の課題である
といえる。 

 これまで、GAS による劇症型感染症の発症メカニズムを解明するために、細菌の全ゲノム解
読および比較ゲノム解析、病原因子の機能解析、また、宿主側の免疫機構解析が進められてき
た。こうした研究から、本菌はゲノムサイズが小さい割に多くの病原遺伝子を保有しているこ
と、また、病原関連遺伝子の二成分制御システムにおける一塩基多型 (SNP) が劇症化の一因
ではないかと報告されている (PLoS Pathog., 2009 等)。しかし、本遺伝子の SNP だけでは劇
症株の一部しか説明できていない。 

  また、先行研究においては、特定の系統群に属する劇症型株のみを用いた比較解析により得
られた知見に留まっているのが現状である。ただし、特定の型であっても系統的に祖先型とは
異なり、「現在蔓延している型は単一のクローンが 10-20 年間で急速に拡散したものであり、
短期間で優占クローンの入れ替わりが起きている」という成果について (PNAS, 2014; mBio, 

2015)、その原因究明は学術的、疫学的観点からも興味深い。 

 

２．研究の目的 

 

 GAS による劇症型感染症の原因を究明するには、CRISPR 欠損型においては劇症型株が多く
含まれること、急速な単一クローンの拡散の解明が重要な課題として残されており、これを本
課題の目的とする。すなわち、i) 劇症型株特異的遺伝子は存在しないため、劇症型特異的 SNPs

の関与、ii) ファージによってもたらされる外来性の病原因子の組み合わせ、iii) ファージ由来
メチラーゼによるメチル化に伴う病原遺伝子発現への影響を明らかにする(病原性大腸菌では
全遺伝子の 1/3 に影響を与えることが報告された, Nat Biotechnol. 2012)。 

 

３．研究の方法 

 
A 群レンサ球菌 1,000株程度のゲノムデータを予備データ (259株)と同様にして比較ゲノム解
析と DNA塩基多型の解析を実施した (配列のアセンブル、アノテーション後に、相同遺伝子の
クラスタリング、系統樹作成、臨床症状特異的な塩基多型の検出)。 
 高病原性株とそれ以外に特異的な多型、高病原性株集団に特異的な遺伝子を統計的に明らか
にした (FineStructure, phyC を用いる: Yahara K. Mol Biol Evol. 2013, Chen P. Curr Opin 
Microbiol. 2015)。 

予備データのように A群レンサ球菌は、可動性因子上に多くの制限修飾系を有し、メチロー
ムプロファイルが異なっていると考えられた。そこで、予備データの 6株に加えて、近縁種か
つ可動性因子上のメチラーゼが異なる 2菌株 4セットの合計 8菌株を選定し、メチローム解析
を実施した。メチローム配列取得については、申請者らが抽出したゲノム DNA について、ライ
ブラリの作製（インサート長 20 kbp程度）、Pacific Biosciences PacBio RS II (P6C4 chemistry) 
での配列取得を 1試料につき 500 Mb以上の配列を取得した (5mCを含むメチル化部位の検出の
ため下記ゲノムサイズの x 250 以上)。メチローム配列取得は大阪大学 大学院医学系研究科 最
先端医療イノベーションセンターに委託した。H29においても、2菌株 4セットの合計 8菌株に
ついて同様のメチローム解析を実施した。特にメチラーゼ種に多様性が高い Type IIに着目し
た。 
 全 A群レンサ球菌株のファージ、Integrative and conjugative elements (ICE) をコドン使
用頻度等を用いて情報的に予測し、染色体上と可動性因子上の制限修飾因子を Rebase を用いて
予測した(http://rebase.neb.com/rebase/rebase.html)。 
 A群レンサ球菌は、ゲノム内の可動性因子 (CRISPR) を段階的に変化させることで、分化し、
高病原性株が出現していることがわかった。しかし、259 株では、段階的な変化が未知な箇所
が見られたことから、1,000 株のデータおよび必要な追加ゲノムシーケンスを Illumina MiSeq
シーケンサー1 ランで行った (MiSeq Reagent v3; 300 bp x 2)。系統樹の主要分岐箇所全てを
実施するため 40 株分のドラフトゲノム配列を取得した。 
 近縁種である豚レンサ球菌の例を示している。本菌では、CRISPRのみならず、制限修飾因子、
トキシンアンチトキシンなどの細菌の可動性因子の抑制因子の系統分化への寄与が明らかとな



った。A 群レンサ球菌においても可動性因子とその抑制因子の系統分化への寄与の解明を試み
た。 
 抽出した RNA について、cDNA、ライブラリの作製（インサート長 500-800 bp程度）、Illumina 
MiSeq での配列取得を 1試料につき 1 Gb以上実施した (101 bp paired-endで 10M reads 以上
が quality filtering 後に残る十分量、16 株で再現性を 3回取るため、合計 48試料)。 
 異なる可動性因子 (特にファージ) がもたらすメチロームの違い、そしてトランスクリプト
ームに影響を与えることが、段階的な系統進化、しいては A群レンサ球菌の高病原化をもたら
している因子を、ゲノム連関解析により統計的に有意な部位の抽出を試みた。 
 
４．研究成果 
 

従来、考慮されてこなかった非劇症型株を多数用いた合計 259株の比較ゲノム解析を実施し、
以下の新たな知見が得られた (図 2)。I) 本種の多様化においては、原核生物の獲得免疫システ
ム（CRISPR）と病原因子の運搬役であるバクテリオファージの関わりが主要な役割を果たし、
CRISPR の欠失が一つの種内を大きく 2 つのグループに分ける要因になることが分かった。II) 

また、各グループの特徴として、CRISPR を保有するグループはゲノムを構成する遺伝子数が
ほぼ一定で保守的であるのに対し、CRISPR を欠損したグループはゲノム上に多様なファージ
の出入りがあり、種としては多数の遺伝子種を保有するが、全株共有の遺伝子種は CRISPR 保
有型に比べ少なくなっていた。すなわち、「ファージを介したゲノム縮小という新規ゲノム進化
機構」の存在を明らかにすることができた。さらに、III) 劇症型株に特異的に保存されている
新規 SNPs を多数同定することができた。 
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