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研究成果の概要（和文）：化膿連鎖球菌の8つの臨床株を培養し、蛍光活性化セルソーティングを使用してPC発
現を測定した。化膿連鎖球菌の表面に発現するPCの発現は各株で異なり、同じemm遺伝子型でも異なっていた。
デトロイト562細胞を用いて細菌の付着と浸潤を調べた。抗PC特異的モノクローナル抗体 (TEPC-15) を使用して
細菌のPCを阻害し、PAF-Rアンタゴニスト (ABT-491) を使用して細胞 PAF-R を阻害した。細菌接着実験および
細胞内侵入実験ともに、TEPC-15およびABT-491の阻害効果と化膿連鎖球菌におけるPC発現との間に有意な負の相
関関係が示された。

研究成果の概要（英文）：Eight clinical strains of Streptococcus pyogenes (S. pyogenes) were 
cultured, and Phosphorylcholine (PC) expression was measured using fluorescence-activated cell 
sorting. The level of PC expressed on the S. pyogenes surfaces differed in each strain and differed 
even in the same emm genotype. Bacterial adherence and invasion were examined using Detroit 562 
cells. An anti-PC-specific monoclonal antibody (TEPC-15) was used to inhibit bacterial PC, and the 
platelet-activating factor receptor (PAF-R) antagonist (ABT-491) was used to inhibit cellular PAF-R.
 Adherence assay experiments showed a significant negative correlation between TEPC-15 and ABT-491 
inhibitory effects and PC expression in S. pyogenes. Similarly, intracellular invasion assay 
experiments showed a significant negative correlation between TEPC-15 and ABT-491 inhibitory effects
 and PC expression in S. pyogenes. This study suggests that S. pyogenes is involved in cell adhesion
 and invasion by PC.

研究分野： 耳鼻咽喉科・頭頸部外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肺炎球菌やインフルエンザ菌に対してワクチン接種が義務化され侵襲性の感染症が減少してきている。しかしな
がら、ワクチン株以外の感染は減少せず、耐性菌の問題や無莢膜インフルエンザ菌についてはワクチンの効果は
ない。また、化膿連鎖球菌に対するワクチンの開発はなされていない。ホスホリルコリン(PC)はすべてのグラム
陽性および陰性菌の細胞壁の構成成分であり、血小板活性化因子受容体を介して細菌の上皮への接着や細胞内侵
入に関し、PCの発現は肺炎球菌やインフルエンザ菌の病原性と相関することが知られている。今回初めて化膿連
鎖球菌とPC発現の相関を発見した。上気道感染症に対するワクチン開発に大いなる一歩となる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
 7 価および 13 価の結合型肺炎球菌ワクチン（PCV7，PCV13：プレベナーⓇ）は小児の侵襲性肺
炎球菌感染症ならびに耐性菌による難治化症例を減少させた。急性中耳炎に対しても鼓膜切開
の頻度が減少したことが報告されているが、急性中耳炎全体の予防効果は６％と低く、血清型置
換やインフルエンザ菌による急性中耳炎の増加が問題となっている。また、2013 年に定期接種
化されたインフルエンザ菌 b型に対するワクチン（Hib ワクチン，アクトヒブⓇ）も髄膜炎など
の侵襲性感染症には優れた予防効果を示したが、中耳炎の起炎菌となるのは莢膜を持たない
NTHi であるため、このワクチンは中耳炎には無効である。そのため、高病原性の Spn や NTHi に
対する有効な新たな細菌感染予防対策が急務である。さらに、細胞内に寄生する連鎖球菌は、一
旦は抗菌薬で軽快してもすぐに扁桃炎を繰り返す反復性扁桃炎さらには扁桃周囲膿瘍を罹患す
る症例がある。そのため、上気道感染症に対して広域スペクトラムのワクチン開発が必要である。 
 
２．研究の目的 
 
 細菌感染予防のターゲットとして、Spn の細胞表層に存在する蛋白抗原である Pneumococcal 
surface protein A（PspA）や NTHi の外膜蛋白である P6、そして、我々が注目している PCがあ
る。PC はすべてのグラム陽性および陰性菌の細胞壁の構成成分であり、これを経粘膜投与する
ことで粘膜免疫応答が誘導され、ワクチンとしての応用に期待が寄せられている。また、PC は
血小板活性化因子受容体（PAF-R）を介して細菌の上皮への接着や細胞内侵入する。PC は Spn お
よび NTHi を含む多種多様な病原体の構造成分であり、PC の発現が高い Spn は低発現の PC より
侵襲性の感染を引き起こし、NTHi の PC 発現は滲出性中耳炎患者の鼻咽頭における NTHi の長期
定着に関与するなど、PCの発現が Spn および NTHi の病原性と相関することが知られている。し
かしながら、連鎖球菌について PC発現と病原性についてはよく知られていない。そのため、P C
と連鎖球菌の病原性を証明することができれば、上気道感染症に対するワクチン開発に大いな
る一歩を踏み出すことができると考えている。そこで、今回は連鎖球菌の P C 発現とその細胞接
着・細胞内侵入の関係性について検討することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
細菌培養 
当病院の慢性扁桃炎患者の扁桃から連鎖球菌を採取した。 細菌をスキムミルクに-80℃で保存
し、使用前日にヒツジ血液寒天培地で 37℃の 5％CO2インキュベーターで一晩インキュベートし
た。0.5%ウシ血清アルブミンリン酸緩衝生理食塩水(PBS)で洗浄した後、580 nm で光学密度を測
定し、コロニー形成単位 (CFU) を決定した。S. pyogenes の濃度は、1.0 × 108 CFU/mL に調
整した。 
 
細胞培養 
ヒト咽頭癌上皮細胞であるデトロイト 562 細胞を最少必須培地で 37℃の 5%CO2インキュベータ
ーで培養した。細胞を回収した後、96穴組織培養プレートに１穴あたり 2×104個の細胞を置き、
37℃の 5%CO2インキュベーターで 48時間培養した。 
 
溶連菌の PC 発現 
PC 発現は、蛍光活性化セルソーティングによる平均蛍光強度（MFI）を使用して測定した。血液
寒天培地で一晩培養した菌を PBS で 1.0×108CFU/mL に調整した。PC特異的モノクローナルマウ
ス IgA 抗体を 4℃で 4時間インキュベートした。最後に、細菌をフルオレセインイソチオシアネ
ート標識ヤギ抗マウス抗体とともに 20℃で 30 分間インキュベートした。 
 
溶連菌の emm 遺伝子型 
M タンパク質をコードする emm 遺伝子は、米国疾病管理予防センターが推奨するプロトコールに
従って測定した。 
 
細菌接着方法 
細菌をヒツジ血液寒天培地で 37℃の 5%CO2 インキュベーターで一晩培養した。細菌(1.0×
105CFU/mL)を 96 穴プレートに投与し、37℃の 5%CO2インキュベーター内で 2 時間付着させた。
各穴を 200μL の PBS で 10 回洗浄し、細胞に付着しなかった細菌を除去した。次に、100μL の
サポニンで処理し、各穴から 100μL の溶液をヒツジ血液寒天プレートに播種しました。37℃の
5% CO2インキュベーターで 12 時間のインキュベーション後、コロニー数を計測しコントロール
とした。細菌の付着に対する PC 特異的 IgA の効果を調べるために、細菌の PCを TEPC-15 で 37℃



の 5%CO2インキュベーター内で 1時間処理し、コロニーの数を計測した。さらに、デトロイト 562
細胞の表面に発現した PAF-R は、PAF-R アンタゴニスト(ABT-491)で処理し、37℃の 5%CO2インキ
ュベーターで 5時間培養し、コロニーの数を計測した。 
 
細胞内侵入方法 
細菌をヒツジ血液寒天培地で 37℃の 5%CO2 インキュベーターで一晩培養した。細菌(1.0×
108CFU/mL)を 96 穴プレートに投与し、37℃の 5%CO2インキュベーター内で 6 時間培養し細菌を
細胞内に侵入させた。ゲンタマイシンを各穴に投与し、細胞に接着している細菌を処理した。各
穴を 200μL の PBS で 10 回洗浄し、細胞に付着しなかった細菌を除去した。次に、100μL のサ
ポニンで処理し、各穴から 100μLの溶液をヒツジ血液寒天プレートに播種した。37℃の 5% CO2

インキュベーターで 12時間のインキュベーション後、コロニー数を計測しコントロールとした。
細菌の付着に対する PC特異的 IgA の効果を調べるために、細菌の PCを TEPC-15 で 37℃の 5%CO2

インキュベーター内で 1時間処理し、コロニーの数を計測した。さらに、デトロイト 562 細胞の
表面に発現した PAF-R は、PAF-R アンタゴニスト(ABT-491)で処理し、37℃の 5%CO2インキュベー
ターで 5 時間培養し、コロニーの数を計測した。 
 
４．研究成果 
 
溶連菌の PC 発現と emm 遺伝子型 
全ての溶連菌で PC は発現していたが、発現強度は各株で異なっていた。遺伝子型別では、emm75
が 4菌株と、emm89、emm28、emm12、および emm11 がそれぞれ 1つの菌株であった。さらに PCの
発現は emm75 株で高い傾向にあり、同じ emm75 株でも PC の発現は異なっていた。 
 
細菌付着に対する TEPC-15 の濃度別阻害効果 
50、10、および 5μg/mL の TEPC-15 で処理した溶連菌の数は有意に減少した(p<0.05)が、100 お
よび 1μg/mL の TEPC-15 で処理した溶連菌は減少しなかった。これらの結果に基づいて、10μ
g/mL の TEPC-15 を使用した。 
 
細菌付着に対する ABT-491 の濃度別阻害効果 
50、25、および 10μg/mL の ABT-491 で溶連菌の数は有意に減少した(p<0.05)が、5 および 1μ
g/mL の ABT-491 で処理した溶連菌は減少しなかった。これらの結果に基づいて、10μg/mL の 
ABT-491 を使用した。 
 
細菌付着に対する TEPC-15 および ABT-491 の阻害効果 
各細菌の PC 発現と細胞に付着した細菌の数との間に有意な正の相関を認めた(r=0.76、p<0.05)。
さらに、接着した emm75 の数は、他の emm 遺伝子型よりも有意に高かった(p<0.05)。各細菌の PC
発現と、TEPC-15 で処理した後の接着した細菌数との間には、有意な負の相関を認めた(r=−0.76、
p=0.03)。さらに、ABT-491 で処理した後の接着した細菌数との間には負の相関を認めた(r=−0.73、
p=0.04)。 
 
細胞内侵入に対する TEPC-15 および ABT-491 の阻害効果 
各細菌の PC 発現と細胞内に侵入した細菌の数との間に有意な正の相関を認めた(r=0.94、
p<0.05)。さらに、細胞内に侵入した emm75 の数は、他の emm 遺伝子型よりも有意に高かった
(p<0.05)。各細菌の PC 発現と、TEPC-15 で処理した後の細胞内に侵入した細菌数との間には、
有意な負の相関を認めた(r=−0.83、p=0.01)。さらに、ABT-491 で処理した後に細胞内に侵入し
た細菌数との間には負の相関を認めた(r=−0.90、p<0.05)。 
 
結語 
この研究は、溶連菌に PCが発現していることを示しており、同じ emm 遺伝子型であってもその
発現は異なっていた。PC と PAF-R が連鎖球菌の細胞接着と細胞内侵入に関与していることがわ
かった。 
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