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研究成果の概要（和文）：川崎病患児130例の入院時の咽頭ぬぐい液を液体培地(BHI)を用いて増菌培養した。増
菌液から全DNAを抽出し、4つのスーパー抗原(SAg)遺伝子(SPE-A, SPE-C, SPE-G, SPE-J)断片をPCRで検討した。
その結果、SAg遺伝子断片は、SPE-A:8例、SPE-C:14例、SPE-Gが32例、SPE-Jが5例で陽性あった。PCR陽性培養液
からBHI寒天培地を用いてコロニーを得て、各コロニーのSAg遺伝子を検索した。この結果、純粋培養の細菌中に
SPE-G遺伝子を保有する菌を同定した。16S rRNA遺伝子解析の結果、A群溶連菌以外のレンサ球菌Xと判明した。

研究成果の概要（英文）：We performed bacterial cultures from throat samples in 130 patients with KD 
on admission using BHI liquid solution. After overnight incubation, total DNA were extracted from 
the culture solution. Then, we examined gene fragments of 4 superantigens (streptoccocus pyrogenic 
exotoxin-A, SPE-C, SPE-G, SPE-J) derived from Streptococcus pyogenes. The numbers of patients 
showing positive PCR reactions to SPE-A, SPE-C, SPE-G, SPE-J were eight, fourteen, thirty-two, five,
 respectively. We scattered the culture solution with PCR positive reaction to culture dishes, and 
then we screened each colony if it harbored SAg gene fragments or not. After these screening, we 
found a bacterial colony harboring SPE-G gene fragment. In addition, it was identified as 
streptococcus X by analysis of 16S rRNA gene.

研究分野： 小児科学、川崎病
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
川﨑病による心後遺症は、今や、後天性心疾患の中で最も頻度の高い疾患となっている。従って、川﨑病の原因
を解明し、その予防法を確立することは、小児科医療に従事する者にとって喫緊の課題である。A群レンサ球菌
(GAS)が本来保持するとされるスーパー抗原(streptoccocus pyrogenic exotoxin G:SPE-G)を他のレンサ球菌Xが
保持しているという今回の研究成果は、SPE-Gの遺伝子がレンサ球菌間で水平伝播していることを示唆するもの
であり、細菌学的にも、また川﨑病原因解明の観点からも学術的意義は大きく、さらに、川﨑病発症予防への道
の可能性を開くものであり社会的意義も高い。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
   川崎病(KD)の病因論に関する最近の国内・国外の研究動向は、大きく 3つに分類される。1つは、
ウイルスや細菌そのものが原因とする conventional antigen 説、2 つ目は、主に細菌などが産生するス
ーパー抗原(SAg)説である。前者の代表的論文は、Rowley AH らの new RNA ウイルス説(J Infect 
Dis, 203(7):1021-1030, 2011)であり、後者の論文の一つは申請者らが報告した論文である(J Pediatr 
2009;155:266-270)。さらに、近年、KD 患児血清から特異物質 (Bacillus cereus, Bacillus subtilis, 
Yersinia  pseudotuberculosis, Staphylococcus aureus 由来の microbe-associated molecular patterns 
(MAMPs)を見出し、これらの特異物質が、KD を発症させるとする自然免疫説が報告され注目されて
いる(PLoS One, 2014;20;9(11):e113054)。いずれの説もまだ川崎病の病因として確定するに至ってい
ないが、Onouchi らは inositol 1,4,5-trisphosphate 3-kinase C (ITPKC)遺伝子や Caspase-3 (CASP3)遺
伝子の一塩基多型 (SNP)が、KD罹患感受性、IVIG反応性、冠動脈病変発症など重症度と関与する
と報告した(Nat Genet.2008, Hum Mol Genet. 2010)。両遺伝子に SNPが生じて ITPKC、CASP3の活
性低下を生じ、T細胞の NFAT (Nuclear factor of activated T cells)活性亢進が持続し得る状況となる。
これらの事実は、KD発症に T細胞を活性化する SAgが関与することに矛盾はなく、むしろ傍証と成り
得ると考えられる。 
 
２．研究の目的 

川崎病(KD)は疫学上、地域・時間集積性を認め感染性因子の関与が強く疑われてきたが、病原
性を有する一定の感染性因子を分離できず、今なお原因不明である。我々は、KD 急性期患児の便
中DNA分析から、本来 St.pyogenes (GAS)が保有するスーパー抗原(SAg)遺伝子が有意に多く検出さ
れることを明らかにした(J Pediatr 2009;155:266-270)。今回、この新たな知見に基づき、口腔・咽頭に存
在し、病因への関与が想定出来なかった常在菌(主にレンサ球菌)に、本来GASが保有する SAg遺伝
子の tranferの可能性を想定し、その SAg遺伝子を保有する細菌種を同定し、KD発症への関与を解
明することが目的である。 

 
３．研究の方法 
    研究期間の以前からストックしていた川崎病患児の咽頭菌および研究期間 3 年間に入院した川
崎病症例の入院時咽頭菌について検討した。その結果、平成 26 年 10 月から平成 31 年 2 月までに
川崎病診断基準を満たして当院に入院した川崎病患児 130 例が対象となった。入院時に咽頭ぬぐい
液を採取し、液体培地(Brain-Heart Infusion Broth)を用いて overnightで増菌培養し、得られた咽頭培
養液を-80°に保存した。その培養液から DNA Mini Kit (QIAGEN)を用いて全 DNA を抽出し、4つの
SAg遺伝子(SPE-A, SPE-C, SPE-G, SPE-J)断片について PCRで検討した。当初は PCR反応陽性率
が低かったので、PCR の条件をいろいろ変更して陽性率の高い条件設定を模索した。最終的には、
Tmを 50℃に変更し、プライマーには 25marを用いることによって SAg遺伝子断片の検出率が改善し
た。 
 
４．研究成果 
   対象症例 130 例中、個々のスーパー抗原遺伝子について陽性例は、SPE-A:8 例、SPE-C:14 例、
SPE-G が 32例、SPE-J が 5 例であった。2つ以上のスーパー抗原遺伝子が検出されたのは 6 例で、
SPE-A と SPE-Jが 1例、SPE-A と SPE-Gが 1例、SPE-C と SPE-Gが 3例、SPE-C と SPE-G と EPE-J
の 3つの遺伝子が検出されたのが 1 例であった。3年目の研究において、PCR で陽性反応の出た培
養液を、BHI寒天培地に蒔いてコロニーを形成させ、生じた各々の細菌コロニーの SAg遺伝子を検討
した。研究期間内に純粋培養された細菌中に SPE-G 遺伝子を保有する菌種を同定し、この菌種の
16S rRNA遺伝子のシークエンス解析を行った結果、St.pyogenes以外のレンサ球菌 X と同定された。
このレンサ球菌について更なる詳細な検討を行う予定である。 
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