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研究成果の概要（和文）： 

劇症型溶連菌感染症(STSS)は、発病からの病状の進行が急激かつ劇的で、いったん発病すると
数十時間以内に、死に至る可能性の高いことが知られている｡本研究において、劇症型溶連菌感
染症臨床分離株で、新たに rgg 遺伝子に変異があることを見出した。マウスモデルにおいて、
この rgg 変異株は、致死性が高く、様々な臓器に障害を与え、ヒトの好中球を殺傷することが
明らかとなった。STSS 株と非侵襲性感染株における rgg 遺伝子の変異頻度を調べた結果、劇症
型溶連菌感染症臨床分離株の約 25%を占めていた。また、咽頭炎などの非劇症型感染臨床分離
株では、1.7%しかこの遺伝子に変異が見られず、有意に劇症型感染症臨床分離株において rgg
遺伝子に変異がみられることが判明した。このことから、この rgg 遺伝子の変異は、劇症型感
染症に重要な役割をしていることが考えられた。 
研究成果の概要（英文）： 
Streptococcal toxic shock syndrome (STSS) is a severe invasive infection characterized by the sudden 

onset of shock and multiorgan failure; it has a high mortality rate. In the present study, mutations of 

another negative regulator, rgg, were also found in clinical isolates of STSS patients. The rgg mutants 

from STSS clinical isolates enhanced lethality and impaired various organs in the mouse models and 

precluded their being killed by human neutrophils. When we assessed the mutation frequency of rgg 

gene among S. pyogenes isolates from STSS and non-invasive infections, about 25% of the STSS 

isolates had mutations of rgg gene, while isolates from patients with non-invasive disease had 

significantly fewer mutations in this gene (1.7%). The results of the present study suggest that mutations 

in the negative regulators csrS/csrR and rgg of S. pyogenes are crucial factors in the pathogenesis of 

STSS, as they lead to the overproduction of multiple virulence factors. 
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１．研究開始当初の背景 

劇症型溶連菌感染症は、発病からの病状の
進行が急激かつ劇的で、いったん発病すると
数十時間以内に、死に至る可能性の高いこと
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が知られている｡この感染症を引き起こす主
な原因菌は、咽頭炎や猩紅熱などを引き起こ
すＡ群レンサ球菌である｡しかしながら、劇
症型溶連菌感染症を引き起こしたＡ群レン
サ球菌と咽頭炎などを引き起こした臨床分
離株との違いは、明らかでなかった。近年、
動物実験において、マウス中で生き残った株
を調べた結果、csrR/csrS 遺伝子に突然変異が
起きていることが明らかとなり、毒素として
DNase の機能が重要である事が報告されてい
る（文献 6）。我々は、日本で分離された劇症
型溶連菌臨床分離株に csrR/csrS 遺伝子に変
異が起きているか調べた結果、一部の劇症型
溶連菌感染症臨床分離株においても変異が
確認されたが、半数以上の劇症型溶連菌感染
症臨床分離株において、csrR/csrS 遺伝子に
変 異 が 起 き て い な い こ と が 判 明 し た
（unpublished result）。また、csrR/csrS 遺
伝子に変異が起きていた劇症型溶連菌感染
症臨床分離株であっても、必ずしも DNase

の発現量や活性が高いとはかぎらない
(DNaseの活性がみられない株もある)ことが
判明した（unpublished result）。これらの結
果は、csrR/csrS 遺伝子以外の突然変異でも
劇症型溶連菌感染症を引き起こし、DNase

が必ずしも劇症型溶連菌感染症を引き起こ
すのに必須ではないことを示唆している。 

２．研究の目的 

csrR/csrS 遺伝子以外に劇症型溶連菌感染
症臨床分離株においてどのような遺伝子に
突然変異を起こしており、この変異により毒
素の発現にどのような影響を与えているか、
また、どのような毒素が劇症型溶連菌感染症
の発症に重要なのかを明らかにし、劇症型溶
連菌感染症の病態にどのように影響を与え
ているか解明することを目的とする。 

３．研究の方法 

1. 生物材料と培養方法 
劇症型溶血性レンサ球菌感染症患者分離

株は、国立感染症研究所と地方衛生研究所
からなる衛生微生物技術協議会レファレン
スセンターシステムに集められた 164株を
用いた。劇症型溶血性レンサ球菌感染症の
診断基準は、 Working Group on Severe 
Streptococcal Infections (1993) 
Defining the group A streptococcal toxic 
shock syndrome. JAMA 269:390–391.に従っ
た。Ａ群レンサ球菌の生育には、固形培地
としてコロンビア５％羊血液寒天培地
（Becton Dickinson）、液体培地として Todd 
Hewitt Broth（Becton Dickinson）を用い
た。スペクチノマイシンは、sigma より購
入し、50μg/mlの濃度で使用した。 
2. ゲノム DNAの調製 

血液寒天培地に塗末した菌株をTE (pH8.0)
に懸だく後、mutanolysin (Sigma)を添加し、
３７℃で１時間処理した後、DNA精製キット

を用いて精製した。 
3. 塩基配列の決定 

Applied Biosystems 3130xl Genetic Analyzer

を用いて、塩基配列を決定した。 
4. RNA の抽出と RT-PCR 

S. pyogenes を THY 培地で 37℃で OD600＝
0.75 まで培養し、RNeasy Mini extraction kit 

(Qiagen)を用いて、total RNA を抽出した。
RT-PCR は、PrimeScript RT reagent Kit (Perfect 

Real Time) (TaKaRa Shuzo)を用いて行った。 

5. 動物実験 

1x10
7 個の S. pyogenes を腹腔内に 0.5 ml 接

種し、7 日間の生存曲線を調べた。 

 
４．研究成果 
（１）劇症型溶連菌感染症臨床分離株の分泌
蛋白質を調べたところ、共通して、ストレプ
トリジン O（SLO）の分泌量が、咽頭炎など
の非劇症型感染症臨床分離株と比較して、高
いことが判明した。今までの研究で、劇症型
感染症臨床分離株において、二成分制御系の
センサー蛋白質である CsrS に変異があるこ
とが分かっているが、劇症型感染症臨床分離
株の中には、この csrS 遺伝子に変異がみられ
ない株が存在することが明らかとなった。そ
こで、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。 

（２）劇症型溶連菌感染症臨床分離株におい
て、どの程度この遺伝子に変異が起きている
か調べるため、この rgg 遺伝子を含む領域を
PCR により増幅し、塩基配列を決定した。rgg
遺伝子の変異は、劇症型溶連菌感染症臨床分
離株の約 25%を占めていた。また、咽頭炎な
どの非劇症型感染臨床分離株では、1.7%しか
この遺伝子に変異が見られず、有意に劇症型
感染症臨床分離株において rgg 遺伝子に変異
がみられることが判明した。このことから、
この rgg 遺伝子の変異は、劇症型感染症に重
要な役割をしていることが考えられた。 

（３）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、分子疫
学的にも、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。 

（４）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、咽頭炎患者分離株、劇症型溶連菌
感染症臨床分離株、咽頭炎患者分離株の rgg

遺伝子変異株、intact の rgg 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。 

（５）rgg遺伝子変異株で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

か調べることを目的とした。まず、slo, nga, 

ska, grab遺伝子の破壊株を作製した。これら

破壊株をマウスの腹腔内に接種した結果、slo, 

nga, ska破壊株では、マウスの致死性が減尐し

たが、grab遺伝子の変異株では、致死性の減

尐は見られなかった。これらslo, nga, ska遺伝

子は、csrS変異株でも上昇することから、劇

症型感染症の病原性に重要な因子であること

が考えられた。 
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