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研究成果の概要（和文）：本研究では、劇症型を発症するA群連鎖球菌の二成分制御因子SPY1588の酸感受性とそ
の機能と病原性発症機構の解析を実施した。その結果SPY1588は、１）酸性環境下でバイオフィルム産生に関
与、２）酸環境下でSPY1588組換えタンパク質が自己リン酸化、３）組換えタンパク質のアミノ酸置換で酸感受
性部位とキナーゼドメインが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Group A Streptococcus produces biofilms in acidic environments. Biofilm is 
one of the virulence factors.The mechanism of this biofilm production has not yet been elucidated. 
The mechanism of pathogenesis of the fulminant form of this bacterium has also not yet been 
elucidated. The two-component regulatory system is a mechanism that sensitizes to external stimuli. 
We investigated the acid-sensing mechanism of SPY1588, which is involved in biofilm production in 
acidic environments, and the expression of virulence factors to investigate its relevance to the 
mechanism of the fulminant form. In this study, SPY1588 was involved in biofilm production under 
acidic conditions, SPY1588 recombinant protein autophosphorylated under acid conditions, and amino 
acid substitutions in the recombinant protein revealed the acid-sensitive site and kinase domain.

研究分野： 細菌学

キーワード： A群連鎖球菌　二成分制御因子　ヒスチジンキナーゼ　バイオフィルム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
A群連鎖球菌spy1588遺伝子並びにそのタンパク質SPY1588の酸感受性機構が明らかになると、この感染症の治療
の主体である抗生物質投与から、体内の酸性代謝物の改善により、劇症型発症が抑えられることが期待される。
現在でもこの感染症による劇症型発症が増加しているため、この結果を治療に反映したい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
A 群連鎖球菌 Streptococcus pyogenes の感染は重篤な劇症型を発症し、徐々にその発症者数が
増加しているにも関わらず、劇症型の発症機構が解明されていない。また、この劇症型を発症す
る株に感染している健常人も存在したことから、劇症型株に感染することが発症に必須ではな
いことも知られている。 
そこで、劇症型が発症するには A群連鎖球菌がヒトへ感染後、劇症型へ変化するための何らか

の情報を受け取らなければならないと考えた。ここで外界情報を受け取る二成分制御因子の研
究が進んでいる、Streptococcus mutans に着目した。A群連鎖球菌と同属のこの細菌は、乳酸、
酪酸を産生し、歯にバイオフィルムを形成して虫歯を増悪させる。この細菌の二成分制御因子は
酸感受とバイオフィルム形成に関与する。同様の仕組みが A 群連鎖球菌に存在するかを調べる
と、A群連鎖球菌の二成分制御因子の一つである spy1588 遺伝子欠損株は、バイオフィルム産生
低下、酸抵抗性の低下を示した。 
この現象をきっかけに、劇症型発症株では酸を感受する二成分制御因子と、それに関連する遺

伝子群に変異が生じていると考え、SPY1588 の病原性発症との関連性を解析した。 
 
２．研究の目的 
細菌の二成分制御因子の研究では、よくレギュレータータンパク質欠損株を用いて進められて
いる。この方法では、どのようなリガンドが影響して目的のセンサータンパク質に結合して作用
しているか解らない。今回の研究はセンサータンパク質の SPY1588 とその遺伝子である spy1588
をターゲットとして絞り、A群連鎖球菌の劇症化との関連性と、酸感受性機構を解明することを
目的としている。 
 
３．研究の方法 
(1)遺伝子欠損株の作製 
A 群連鎖球菌はゲノム株 SF370 株、劇症型発症株(1529,MDYK)を使用した。これらの二成分制

御因子センサータンパク質遺伝子欠損株は、スペクチノマイシン耐性遺伝子を相同組換え法で
作製した。 
(2)SPY1588 組換えタンパク質の作製 
SF370 株及び 1529 株由来ゲノムはリゾチーム、界面活性剤処理により抽出、エタノール沈殿法

により得た。PCR により spy1588 を増幅し、pET22b pET32a ベクターへライゲーション、E.coli 
DH5a へ導入した。その後 E.coli BL21(DE3)pLysS へプラスミドを再導入した。IPTG で誘導後の
大腸菌は超音波処理した。pET22b は膜タンパク質として発現させ、超遠心法と TALON アフィニ
ティーカラムで精製した。 
 アミノ酸置換を実施した SPY1588 は、pET22b ベクターに導入した spy1588 に PCR 法で遺伝子
置換を実施したのち、上記同様の方法でタンパク質を精製した。 
 結晶解析用のタンパク質は部分的なドメインでタンパク質発現を実施した。使用したベクタ
ーは pET32a で、このベクターに SPY1588 の細菌内ドメインと細菌外ドメインに相当する遺伝子
を導入した。ベクターを導入した大腸菌 E.coli BL21(DE3)pLysS は、IPTG 誘導、超音波破砕を
実施後、TALON アフィニティー、陰イオン交換アフィニティークロマトグラフィー、S protein 
agarose でタンパク質の精製を実施した。 
(3)タンパク質の立体構造の予測 
 組換えタンパク質の立体構造を予測し、酸感受性部位の特定やヒスチジンキナーゼドメイン
を予測するためにウェブサイト I -Tasser(https://zhanggroup.org/I-TASSER/)を使用した。予
測された立体構造を元に酸感受性部位を CuMol2 により表面静電ポテンシャルを計算し、酸感受
性部位を求めた。 
(4)タンパク質二次構造の解析 
 精製した SPY1588 は、抽出精製段階で変性してしまう可能性が高い。そこで精製タンパク質の
二次構造が保持を、円二色性分散計（CD スペクトル）により解析した。精製 SPY1588 は、CDス
ペクトル測定装置で波長（198nm – 250nm）を測定した。 
(5)自己リン酸化活性 
 精製 SPY1588 は、人工脂質によりリポソームに取り込んだ。中性付近から酸性付近までの pH
環境下にリポソームを浮遊させ、ガンマ 32P-ATP と共に自己リン酸化を実施した。自己リン酸化



後 SDS-PAGE で分離し、BAS-1800 で測定した。 
 同様に、上記リポソームを中性付近から酸性付近までの pH環境下に浮遊させ、ADP-Glo Kinase 
Assay Kit により、キナーゼ活性で消費した ATP 代謝物の ADP を測定し、間接的に SPY1588 の
自己リン酸化を測定した。 
(6)プロモーター活性 
 A 群連鎖球菌の毒素産生は Mga（mga 遺伝子）により調節されている。酸性環境下のバイオフ
ィルム産生は、この仕組みを利用していると報告されている。そこで SPY1588 と Mga がバイオフ
ィルム産生に関与するかを検討するために、mga プロモーター活性を測定した。spy1588 遺伝子
欠損株と野生株（1529）へ mga 遺伝子のプロモーター部位とルシフェラーゼ遺伝子を結合したプ
ラスミドを導入した。酸性環境下でルシフェラーゼ活性を発光プレートリーダーで測定した。 
 
 
４．研究成果 
（１）ウェブサイト I-Tasser による SPY1588 の立体構造予測と、 
CuMol2 による静電ポテンシャルの計算結果を示した。このグラフの 
赤の部分は、酸性状況下の時に SPY1588 が正電荷を帯びる領域と予測
された（図１）。 
 
精製 SPY1588 の立体構造が保持されているかを CD スペクトルで検討

した。変性してしまうとスペクトルが観察されないが、精製 SPY1588 で
はスペクトルが観察された。pH を変化させたが、その変化による差は
見られなかった（図２）。 
 
（２）上記の正電荷を示したアミノ酸位置を求めた後、pET22b ベクターに 
導入した spy1588 遺伝子にアミノ酸置換を導入し、それらの組換えタ

ンパク質をリポソーム化後、ガンマ３２P-ATP で自己リン酸化を実施
した。アミノ酸置換を実施していない SPY1588 は pH6.0 付近で自己リ
ン酸化が強く現れた（図３）。また、アミノ酸置換を導入した SPY1588
では D111N, E143Q で自己リン酸化が阻害された（図 3）。そして、キナ
ーゼのリン酸化の本体と考えられるヒスチジン残基を H393Q に 
置換すると、自己リン酸化は阻害された（図 3）。また、間接的な自己リン酸化活性を ADP-Glo 

Kinase Assay Kit で測定した結果、pH6.0 付近でキナーゼ活性が有意に上昇した（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）A群連鎖球菌の産生する毒素は Mga によって調節されている。SPY1588 が酸を感受後にバ

イオフィルムを産生する時に、Mga を経由していることが考えられる。そこで Mga のプロモータ
ー活性を酸環境下で測定した。spy1588 欠損株では野生株に比してプロモーター活性が低下した。
この現象は中性環境下では見られなかった（図５）。 
 SPY1588 が酸環境下で産生するバイオフィルムを LC-MS で解析し、Emm（emm 遺伝子）と同定

できた。Emm は上記 Mga によって発現制御されている。さらにリアルタイム PCR で確認すると、
酸性環境下の emm は中性付近の環境下に比べて遺伝子発現が増加していることが明らかとなっ
た。さらに SPY1588 のアミノ酸番号 D111N 及び E143Q のアミノ酸置換を導入した A 群連鎖球菌
のバイオフィルム産生を観察した。 
その結果、酸性状況下でバイオフィルム産生は低下した。これらの結果から、A 群連鎖球菌の

二成分制御因子のセンサータンパク質 SPY1588 は酸環境下で、アミノ酸番号 D111 及び E143 で
プロトンを認識し、バイオフィルム産生を活性化することが明らかとなった。 

図１ 
 

-10000

-5000

0

5000

10000

15000

20000

195 205 215 225 235 245

pH7.4 pH6.0 pH5.0

図３ 
図４ 

図２ 



 以上の結果を総合すると、A群連鎖球菌は酸性環境下で SPY1588 
センサータンパク質で反応し、Mga を経由して Emm によるバイオフィルム 
を産生することが明らかとなった。 
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