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１．研究計画の概要 

(1) 劇症型溶連菌感染症臨床分離株と咽頭
炎患者分離株のゲノムの比較 

分子疫学上クローナルである劇症型溶連
菌感染症臨床分離株NIH1と咽頭炎患者分離
株患者K33のゲノムを比較するため、それぞ
れのゲノムDNAを抽出し、一塩基多型解析
（SNPs解析）を行う。それぞれの株における
ゲノムの塩基配列の違いを見出し、リシーク
エンスによりゲノム上の塩基配列の違いを
決定する。K33株とNIH1株のゲノムで塩基配
列の異なった遺伝子を選択し、これらの遺伝
子の塩基配列を、csrS遺伝子に変異が起こっ
ていない劇症型溶連菌感染症分離株4株と咽
頭炎患者分離株4株で決定し、比較する。劇
症型溶連菌感染症臨床分離株に特異的に変
異の見られる遺伝子（A遺伝子）を選択する。 

この A 遺伝子が、特定の毒素タンパク質の
分泌量の増加に影響を与えているか調べる
ため、劇症型溶連菌感染症臨床分離株に咽頭
炎患者分離株由来の intact の A 遺伝子を導入
した株、および、咽頭炎患者分離株のゲノム
上に存在する A 遺伝子を変異させた株を作
製し、分泌タンパク質を抽出し、毒素タンパ
ク質の分泌量を調べる。劇症型溶連菌感染症
臨床分離株に intact の A 遺伝子を導入するこ
とにより、分泌タンパク質の泳動パターンが
咽頭炎患者分離株のパターンと同じになり、
咽頭炎患者分離株の A 遺伝子を変異させる
ことにより、分泌タンパク質の泳動パターン
が劇症型溶連菌感染症臨床分離株のパター
ンと同じになることを確認する。 

(2) in vivoにおけるA遺伝子の変異の影響 

A遺伝子の変異が、in vivoで病原性に影響を
与えるか調べるため、マウスをもちいた動物

実験を行う。マウスに対する致死性、各臓器
の病理組織を調べる。 

(3)A遺伝子変異における病原性遺伝子の発
現の影響 

劇症型溶連菌感染症臨床分離株、咽頭
炎患者分離株、劇症型溶連菌感染症臨床
分離株に intactの A遺伝子を導入した相補
株、咽頭炎患者分離株のA遺伝子変異株の
RNAを抽出し、RT-PCRを行う。咽頭炎患者
分離株の発現量より劇症型溶連菌感染症臨
床分離株、および咽頭炎患者分離株のA遺伝
子変異株の発現量が高く、intactのA遺伝子を
劇症型溶連菌感染症臨床分離株に導入した
相補株でその発現量の上昇が打ち消させる
ものを選択し、これらの遺伝子をA遺伝子に
より制御されている遺伝子群として同定す
る。 

(4)劇症型溶連菌感染症に関与する病原性遺
伝子の探索 

劇症型溶連菌感染症に関与する病原性遺
伝子を検索するため、A遺伝子あるいは、
csrR/csrS遺伝子に変異の見られる株に特異的
に発現の上昇がみられる毒素遺伝子を同定
する。これらのタンパク質について、遺伝子
破壊株を作製する。作製した破壊株を用いて、
マウスを用いた動物実験、あるいは、さまざ
まな細胞を用いた感染実験を行い、病原性遺
伝子の同定、およびその機能を明らかにする。 

２．研究の進捗状況 

(1) 劇症型溶連菌感染症臨床分離株と咽頭
炎患者分離株のゲノムの比較 

分子疫学上クローナルである劇症型溶連
菌感染症臨床分離株 NIH1 と咽頭炎患者分離
株患者 K33 のゲノムを比較するため、それぞ
れのゲノム DNA を抽出し、一塩基多型解析
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（SNPs 解析）を行った。それぞれの株にお
けるゲノムの塩基配列の違いを見出した後、
リシークエンスによりゲノム上の塩基配列
の違いを決定した結果、劇症型溶連菌感染症
臨床分離株において、共通して転写因子をコ
ードする rgg 遺伝子に変異が起きていること
が判明した。劇症型溶連菌感染症臨床分離株
に intact の rgg 遺伝子を導入すると、分泌タ
ンパク質の泳動パターンが咽頭炎患者分離
株のパターンと同じになり、咽頭炎患者分離
株の rgg 遺伝子を変異させると、分泌タンパ
ク質の泳動パターンが劇症型溶連菌感染症
臨床分離株のパターンと同じになったこと
から、この rgg 遺伝子の変異が、病原性電子
の分泌パターンを変える原因遺伝子である
ことが明らかとなった。 

(2) in vivoにおけるrgg遺伝子の変異の影響 

 劇症型溶連菌感染症臨床分離株（NIH34）、
咽頭炎患者分離株(K33)をもとに、劇症型溶連
菌感染症臨床分離株に intact の rgg 遺伝子を
導入した相補株(NIH34rgg+)、咽頭炎患者分離
株の rgg 遺伝子を破壊した株(K33rgg)を作成
した。これらの株についてマウスに対する生
存曲線を調べた。その結果、rgg 遺伝子に変
異のある株(NIH34, K33rgg)は、変異のない株
(K33, NIH34rgg+)に比べて致死率が高いこと
が判明した。また、それぞれの菌を腹腔内に
接種し、1 日後の腎臓を摘出し、ホルマリン
固定後、HE 染色により、それぞれの臓器の
病理像を観察した結果、rgg 遺伝子に変異が
ある株(NIH34, K33rgg)を接種したマウスで
菌の集積がみられ、その周りに細胞の壊死が
みられた。それぞれの菌を皮下接種した後、
マウスの腫脹の大きさを経時的に測定した
結果、 rgg 遺伝子に変異がある株 (NIH34, 

K33rgg)を接種したマウスのほうが、変異のな
い株に比べ、腫脹が広がり、病巣が広範囲に
広がっていることが判明した。劇症型感染症
では、好中球の浸潤がみられないことが臨床
的にみられる。そこで、好中球に対する影響
を調べた結果、rgg 遺伝子の変異株において、
好中球の殺傷能の増加がみられた。このこと
から、rgg 遺伝子の変異は、マウスを用いた
動物実験においても、劇症型感染症に重要な
役割をしていることが示唆された。 

(3)rgg 遺伝子変異における病原性遺伝子の発
現の影響 

 この rgg 遺伝子の変異によって、どのよう
な病原性遺伝子の発現が上昇するか調べる
ため、 rgg 遺伝子に変異のある株 (NIH34, 

K33rgg)、変異のない株(K33, NIH34rgg+)から
RNA を抽出し、RT-PCR を行った。その結果、
rgg 遺伝子に変異がある株において、細胞障
害毒素をコードする slo, nga 遺伝子、ストレ
プトキナーゼをコードする ska 遺伝子、コラ
ーゲン様タンパクをコードする sclA や sclB

遺伝子遺伝子の発現が上昇していた。一方、

csrS遺伝子変異株で上昇していた IL-8プロテ
アーゼをコードする scpC 遺伝子は、rgg 遺伝
子の変異にかかわらず発現の上昇は見られ
なかった。このことは、マウスへ菌を接種し
たときみられた腎臓の病理像の結果と一致
するものであった。また、csrS 変異株同様、
rgg 変異株においても、溶血毒素をコードす
る sagA 遺伝子やシステインプロテアーゼを
コードする speB 遺伝子の発現量が、減尐して
いた。   
３．現在までの達成度 

①当初の計画通りに進展している。 

 (理由) 

 劇症型溶連菌感染症臨床分離株において、
共通して転写因子をコードする rgg 遺伝子に
変異が起きていることを見出し、この変異に
より様々な病原性遺伝子の発現が上昇され、
マウスに対する病原性が上昇することを解
明したから。 

４．今後の研究の推進方策 
rgg および csrS/csrR 遺伝子変異株に共通し

て遺伝子発現が上昇する病原性因子に注目
し、これらの病原性因子が、マウスの致死性
にどれだけ寄与しているか調べるとともに、
これらの病原性因子がどのように劇症型溶
連菌感染症に関与するかを調べる。まず、遺
伝子発現が上昇していた病原性因子をコー
ドする遺伝子の破壊株を作製する。作製した
変異株をマウスに接種し、マウスに対する致
死性の変化を調べる。それぞれのマウスから
臓器を採取し、病理組織を解析する。それぞ
れの病原性因子が、どのような影響を与えて
いるかを調べ、作用機序を明らかにする。 
５. 代表的な研究成果 
（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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