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研究成果の概要（和文）： ヒト口腔常在性のアンギノーサス群レンサ球菌であるStreptococcus anginosus の
β溶血株はストレプトリジンS(SLS)を産生し溶血性や細胞傷害性を示す。SLSの作用機構や宿主細胞の応答反応
について検証した。
 ヒト口腔内ミティス群レンサ球菌(MGS)のS.pseudopneumoniae(SPpn)が産生する毒素にMitilectin(MLC)があ
る。MLCはリパーゼドメインと細胞溶解ドメインを有し、MLC遺伝子保有株は SPpn だけでなく S.pneumoniae や
 S.mitis (SM)でも確認された。MLC遺伝子翻訳産物は分泌型と菌体表面結合型として存在した。

研究成果の概要（英文）： The β-hemolytic strain of Streptococcus anginosus, a species of 
streptococci of the anginosus group, which is an opportunistic pathogen resident in the human oral 
cavity, produces streptolysin S (SLS) and exhibits hemolytic and human cytotoxicity. We analyzed the
 mechanism of action of SLS and the response of host cells.
 Mitilectin (MLC) derived from S. pseudopneumoniae (SPpn), a human oral Mitis group streptococcus 
(MGS), was analyzed. MLC has a lipase domain and a cytolytic domain, and strains carrying the MLC 
gene were confirmed not only in SPpn but also in S. pneumoniae and S. mitis (SM). The MLC gene 
translation product existed as a secreted type and a bacterial surface bound type.

研究分野：薬剤学

キーワード： 細菌感染症　細胞溶解毒素　生体膜

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　連鎖球菌関連の病原因子について、動的構造と生物活性の相関を考慮して作用機構の解析を進めることで、溶
血、血栓形成、血管炎といった細菌感染に起因する様々な症例の発症および重篤化のメカニズムの解明と、その
予防・治療法の確立に繋がると思われる。さらに、連鎖球菌のみならず、様々な病原微生物と宿主の相互作用の
進化論的研究や創薬、新医療技術の開発にも繋がると考えられ、学問的、社会的意義は大きい。宿主細胞への接
着することと、細胞溶解を引き起こすことを切り分けて考える手掛かりとなり、細胞障害毒素の産生分泌や活性
発現が制御できれば、潰瘍性大腸炎などの発症予防、治療方法の開発に繋がると期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 これまでに、ヒト由来の日和見病原性連鎖球菌が産生するコレステロール依存性細胞溶解毒
素 (SLOなど) やヒト特異的な作用特性を示す ILYの構造機能解析、および、受容体である膜コ
レステロールやヒト CD59との相互作用解析から活性発現機構を明らかにしてきた。また、ミテ
ィス群連鎖球菌 (MGS) から構造的および機能的に多様性を持つ分子を見いだした。特に、レク
チン様構造を有する Sm-hPAF は小児川崎病の患児より分離例がある S. mitis の特定の株が産生
し、世界的感染を引き起こしている SARS-CoV-2 感染症 (COVID-19) 患者の川崎病様の病態へ
の移行との関連から、レクチン様構造を持つ CDC関連因子の機能解析を急ぐべきと考えている。
MGS 由来の多機能分子としてのヒト血小板凝集因子 Sm-hPAF は、細胞溶解活性と血小板凝集
活性を有し動脈血栓形成に関与すると考えられる。 Sm-hPAF は細胞溶解を担う CDC 様構造に
加えて N 末端側に推定レクチン様領域を有し、タンパク質レベルで 2 つの異なる分子が集合
した構造をとる。このことは細胞溶解能を共通の特徴に持つと考えられてきた CDCの中に血小
板凝集という別の機能を有する毒素の存在を示しており、 SLS と共に連鎖球菌の病原因子が多
機能性分子集団を形成していても不思議ではない。さらに最近、Sm-hPAF と同様に N末端追加
ドメインを有する EX-CDC を見いだし、この追加ドメインを含めた構造機能解析も進めている。
加えて、細菌感染時の炎症抑制に用いられる非ステロイド性抗炎症薬 (NSAID) の中で ILY の
細胞障害性を亢進させる薬剤を見いだし、治療法としての NSAIDの選別も重要だと考えている。
また糖による ILY 機能の抑制についても試験データを得ており、AGS感染症の予防や治療への
糖アナログの利用について検討を進めている。 
 Streptococcus. anginosusから β溶血因子としてストレプトリジン S (SLS) のホモログを見いだ
してそのコード遺伝子構造を決定し、タンデム型の sagA 遺伝子構造 (sagA1 および sagA2) を
有することを確認した。S. anginosus の sag オペロンは sagAs (sagA1 および sagA2) を先頭に 
sagB ~ sagI が連続して存在し、SLSの発現と成熟化、菌体外分泌などを制御している。 sagA遺
伝子産物の SagAが細胞溶解活性を発現する際の分子内構造変化を sagB ~ sagE が制御し、菌体
外分泌を sagG ~ sagI が担っていると考えている。特に、sagG から sagI 遺伝子の転写翻訳産物
は ABCトランスポーターとの相同性が確認され、抗生剤などの排除に寄与している可能性があ
り、薬剤耐性との関連でも興味深い。sagF は自己防衛のための免疫蛋白の産生を担うと考えら
れる。すなわち sagAs ～ sagI から産生される因子は互いに協調し合う包括的多機能分子グル
ープだと考えられ、個々因子の構造機能解析と並んで協調的相互作用の理解も重要だといえる。 
 このような連鎖球菌由来の細胞障害因子の構造機能を明らかにするために、分子モデリング
や標的との相互作用解析といった dry 解析とタンパク質発現系を用いた wet 実験を並行し研究
を効果的に進めることが可能だと考えている。  
 
２．研究の目的 
 これまでに、典型的 CDCである SLOやヒト特異的 ILYは、ドメイン 1 ~ 4の 4つのドメイン
構造を持ち、ドメイン 4の 11mer領域が生体膜コレステロールやヒト CD59と相互作用し、膜溶
解を引き起こす分子機構について報告してきた。また、Sm-hPAFは典型的 CDCの N末端にドメ
イン 0を有し、血小板凝集と細胞溶解 (溶血) という異なる活性を有する多機能性毒素であるこ
と、および、ILYのヒト細胞特異性がドメイン 4の ILY特異的 11mer領域配列によることを明ら
かにした。さらに、これらの連鎖球菌由来因子が活性発現時に大きな動的構造変化を起こすこと
をMM/MDシミュレーション解析から明らかにしてきた。また最近、CDCの部分ドメインを分
子内に保有する新規未知機能分子であるMLCを見いだし、その構造機能解析を進めている。こ
の MLC の部分ドメインの中には Sm-hPAF のドメイン 0 と相同性が高いドメインが確認され、
標的細胞の凝集にも関わる可能性を考え、MLCの多機能性についても検証を進めている。また、
S. anginosus の sag operon にコードされる sagG ~ Iをノックアウトした株では溶血が見られず、
SLS の菌体外排出トランスポーターとして SagG ~ I が機能することを検証し、これら輸送担体
タンパク質の動的構造解析を通して活性発現と構造の関係を解析している。 
 これらの連鎖球菌関連の病原因子について、動的構造と生物活性の相関を考慮して作用機構
の解析を進めることで、細菌が産生する病態関連因子がヒト細胞へ侵入することで引き起こさ
れるイベント、特に、細胞溶解 (溶血)、血栓形成、血管炎といった症例の発症および重篤化のメ
カニズムの解明と、その予防・治療法の確立に繋がると思われ、学問的、社会的意義は大きいと
いえる。 
 
３．研究の方法 
 本研究では主に以下に焦点をおいている。１）レクチン様ドメインの機能：EX-CDC、 EX-EX-
CDC、MLCのレクチン様追加ドメイン(EX)が標的細胞との相互作用時に糊として機能する可能
性があり、追加ドメイン変異体の挙動から機能を探る。２）追加ドメインの存在意義：EXドメ
インを持つ新規 CDCの探索を進め、分子の N末端に典型的 CDCの 4つのドメイン構造以外の
付加ドメインを持つ因子を連鎖球菌が産生する意義を考える。３）MLC の多機能性検証：追加
ドメインを有する Sm-hPAF は細胞溶解以外に血小板凝集を示したことから、 MLC についても



多機能性を検証する。また、EXドメイン単体を発現させ細胞膜障害性を検証する。４）感染病
理：主なMLC産生菌種として、S. pseudopneumoniaeおよび S. mitisが確認されている。MLCコ
ード遺伝子保有株の MLC 産生の有無を検証し、MLC に関連した連鎖球菌のヒトへの感染と病
原性との相関を考察する。５）sag operon構成因子が感染症に果たす役割：SLS産生株から順次
sag operon構成遺伝子を欠失させた株およびその相補株を作製し、生育状況、SLSホモログ産生
能、β溶血能、動物細胞への感染力価、薬剤耐性などを指標とし、宿主への感染時に sag operon
にコードされる個々因子が果たす役割を解明する。６）薬物輸送解析ツールの試行：菌体内で産
生した SLS の菌体外排出に関与すると考えられる sagG ~ sagI 遺伝子の転写翻訳産物 SagG ~ 
SagI を組み込んだリポソームを用い輸送基質を検証する。この輸送解析系を用いることで、感
染症治療薬のみならず、通常は感染症治療に用いない薬剤の菌体からの排出強度 (耐性の獲得さ
れ易さ) を予測でき、治療薬剤選択の指標となり得る。これらの知見は新規抗菌薬設計の手がか
りとなる。また ABCトランスポーターとの相同性を加味して分子モデリングを行い、構造と機
能の関係を探る。７）SLS優位性の検証：海獣や魚類由来の連鎖球菌では、CDCよりも SLSの
方が病態発現、重篤化への寄与度が高いことが推測されている。溶血毒素産生性の連鎖球菌のヒ
トへの感染における CDC と SLS の優位性を、培養ヒト細胞を用いた感染実験で検証する。８）
sag operon産物の感染動態解析：sag operonの産物である溶血ペプチドの SLSは 3~4kDaの低分
子であり、宿主への侵入という点では蛋白質性毒素の CDC (50 ~ 60kDa) より優位であることが
予想される。連鎖球菌由来の細胞障害因子が血流に乗った際の体内動態を解析する手法を試行
する。９）SLSおよびMLC受容体の解析：S. anginosus 由来 SLS (SagA1、SagA2) は動物種を問
わず β 溶血を誘導することから、SLS の受容体は細胞膜に広く分布する分子だと考えられる。
SLS および MLC について、リン脂質組成を変えたリポソーム、または CDC 受容体のコレステ
ロールや ILY受容体のヒト型 CD59を埋め込んだリポソームへの作用を解析する。さらに、SLS
やMLCを固定化したカラムへ赤血球膜分画を通して結合分子を同定し、受容体候補分子との相
互作用解析を行う。 
 
４．研究成果 
レンサ球菌関連因子の構造機能解析 
（１）Streptolysin S induces pronounced calcium-ion influx-dependent expression of immediate early 
genes encoding transcription factors. 
 ヒト口腔常在性の日和見病原菌の一種であるアンギノーサス群レンサ球菌のファミリーに含
まれる Streptococcus anginosusのβ溶血株は、ストレプトリジン S (SLS) を産生してヒト赤血球
の溶血能やヒト細胞への傷害能を示す。しかしながら、SLSの作用メカニズムや宿主細胞の応答
反応は十分には明らかにされていない。そこで、ヒト口腔上皮癌細胞株 HSC-2 を対象として、
SLS依存的な応答反応を検討した。その結果、カルシウムイオンの細胞内流入や最初期遺伝子群 
(IEGs) の顕著な発現亢進が確認された。これらの結果は、SLS を産生するアンギノーサス群レ
ンサ球菌のヒトに対する潜在的な病原性の解明に資する有用な知見を与えるものである。 
 
（２）Human serum albumin stabilizes streptolysin S activity secreted in the extracellular milieu by 
streptolysin S-producing streptococci. 
 アンギノーサス群レンサ球菌 (AGS) は、ヒト口腔に存在する日和見菌であるが、その病原性
の詳細は明らかにされていない。歯肉溝に存在するレンサ球菌は、歯周病や歯科治療により簡単
に血流に移行することが治療上の障害になることが知られている。ストレプトリジン S (SLS) は
AGS に属するβ溶血性菌株が産生する病原因子であり、宿主細胞にダメージを与える。我々は
Streptococcus anginosus subsp. anginosus (SAA) の SLS依存的細胞溶解活性と血流との関係を検証
した。その結果、β-溶血性 SAA の培養上清中の SLS 依存性溶血活性（細胞毒性）は、ヒト血
清アルブミン (HSA) によって安定化された。本研究はβ-溶血性 SAA が分泌する SLS だけで
なく、他の SLS産生レンサ球菌が産生する毒素の安定化を示唆している。HSA はヒト血漿で最
も多く存在するタンパク質であるため、この結果は SLS を産生するレンサ球菌が血流へ移行す
る際のリスクに関する新しい知見を提供すると考えられた。 
 
（３）Dual functions of discoidinolysin, a cholesterol-dependent cytolysin with N-terminal discoidin 
domain produced from Streptococcus mitis strain Nm-76. 
 ヒト口腔内の主要な生着菌であるミティス群レンサ球菌 (MGS) は菌血症や感染性心内膜炎
の起因菌である。MGS に属する S. pseudopneumoniae (SPpn) において、リパーゼドメインやコ
レステロール依存性細胞溶解毒素に由来するドメインを有する新規分子を Mitilectin (MLC) と
命名し、MLC の作用特性を明らかにすることを目的とした。MLC遺伝子の分布状況を解析し、
翻訳産物の確認および MLC遺伝子ノックアウト株を作製した。同時に MLC組換え体をマウス
に免疫し抗MLC抗血清を得た。これらを用いて、MLCのヒト赤血球溶血活性、リパーゼ活性、
ヒト由来株化細胞との相互作用を検討した。MLC 遺伝子は、SPpn だけでなく S. pneumoniae や
S. mitis (SM) においても保有株が確認された。また、SPpn および、SMのMLC産生株において、
MLC遺伝子の翻訳産物が、分泌型と菌体表面結合型で存在することを確認した。また、MLC組
換え体は、ヒト由来株化細胞に対して顕著な結合性を示すにも関わらずヒトの赤血球や株化細
胞に対して障害性を示さないことを確認した。MLC 自体は、宿主細胞への菌体の接着性に寄与



することが考えられ、その結合性は分子内のタンデム型レクチンドメイン構造に依存すること
を明らかにした。これらの結果から、MLCは SPpnや SMなどの病原性に関与する新規分子であ
ると考えられた。 
 
（４）Molecular characteristics of an adhesion molecule containing cholesterol-dependent cytolysin-motif 
produced by mitis group streptococci. 
 Mitis群レンサ球菌属の Streptococcus pseudopneumoniae (SPpn) の病原性の分子機構は不明な点
が多い。本研究では、リパーゼドメイン、および、2つのレクチンドメイン、さらにはコレステ
ロール依存性細胞溶解毒素の膜結合ドメイン、といった多様なドメイン構造を保有して多機能
性が示唆されるMitilectin (MLC) と名付けた SPpn由来分子について、組換えタンパク質を調製
して機能を検討した。その結果、MLC 組換え体はリパーゼ活性及びレクチンドメインを介した
ヒト由来細胞への結合性を示したが、溶血性は示さなかった。また、MLC 産生株はヒト由来細
胞への結合性を示したが、この結合性は MLC に体する抗血清存在下では減少し、さらに MLC
コード遺伝子欠失株でも同様の結果が得られた。従って、MLC はヒト由来細胞への接着分子と
して機能し、MLC 産生株の潜在的な病原性に重要なヒト細胞への感染と毒性発現といった役割
を果たしていることが示唆された。 
 
感染制御に繋がる機能性化合物 
（１）Molecular Aspects of C-glycosides: Interactive Analysis of C-linked Compounds With the SGLT2 
Molecular Model. 
 ヒト SGLT2 (hSGLT2) 分子モデルを腸炎ビブリオ SGLT2 (2XQ2) の結晶構造を鋳型とし
insightII-homologyで作成した。C-配糖体型の SGLT2阻害薬との相互作用メカニズムについて、
MC, MM, MD解析を実施した。Canagliflozinは hSGLT2の Asn75, Ser287, Lys321, Gln457 と相互
作用した。Dapagliflozin は hSGLT2 と 6 個のアミノ酸残基 (Arg46, Arg49, Ile76, Ser78, Met216, 
Ser393) と相互作用した。Ipragliflozin は 3 個のアミノ酸残基 (Ala69, Met596, Gln600) と相互作
用した。これら 3 種の C-配糖体型 SGLT2 阻害剤の標的残基に共通性は見られなかった。
Empagliflozinは 5個 (Ser78, Gly79, Lys154, Asp158, Ser393) のアミノ酸と作用し、うち 2個(Ser78, 
Ser393) は Dapagliflozinと共通であった。Tofogliflozinの標的 5個 (Arg49, Met216, Ala389, Ser392, 
Ser393) のうち、いくつかは Dapagliflozin (Arg49, Met216, Ser393) および Empagliflozin (Ser393)
と共通であった。Luseogliflozin の標的 8 個 (Arg49, Ser74, Ser78, Gly79, His80, Lys154, Asp158, 
Ser393) のうち、5個 (Ser78, Gly79, Lys154, Asp158, Ser393) は Empagliflozinと共通であった。こ
れらの C-配糖体型化合物は、効率的に SGLT2分子の中へ潜り込み機能を発揮することの視覚的
情報が得られた。これらの結果を踏まえて、SGLT2阻害剤の構造特性を解析することで、腫瘍組
織におけるエネルギー代謝制御化合物の開発に繋がる。 
 
（２）Molecular Interaction Between Boron Tracedrug UTX-51 Derivatives and Bovine Serum Albumin: 
Application to an Analytical Model of AGEs Destruction by Thermal Neutron Irradiation. 
 終末糖化産物 (AGE) モデル (BSA) の UTX-51 誘導体併用時の熱中性子による崩壊を解析し
た。UTX-51 誘導体に 212 個 (UTX-42: 0677～23.235 kcal/mol)、18 個 (UTX-44: -12.768～9.421 
kcal/mol)、111個 (UTX-47: 4.946～9.477 kcal/mol)、249個 (UTX-50: 6.744～15.174 kcal/mol)、134
個 (UTX-51: -15.221～-12.759 kcal/mol) の配座を確認した。UTX-42 では配座エネルギー依存的
に高疎水性度を確認した。UTX-44では dGW値は 2 相性を示し高エネルギー配座群で高疎水性
度を示した。UTX-47では dGW値はエネルギー状態によらず一定であった(平均: -105.393 kJ/mol)。
UTX-50 ではエネルギー状態に依存しない dGW 値のバラツキを確認した。UTX-51 には特に疎
水性度の高い 2 群が存在した。UTX-42 では BSA との水素結合が確認できなかったが、他の誘
導体が BSAと水素結合する際のエネルギーは、-4.902 kcal/mol (UTX-44)、-1.171 kcal/mol (UTX-
47)、-2.287 kcal/mol (UTX-50)、-8.409 kcal/mol (UTX-51)であり、相互作用するアミノ酸残基は
Asp111, Leu112, His145 (UTX-44), Ser192 (UTX-47), Asp111, Ser192 (UTX-50), Asp111, Leu112, 
His145, Ser192 (UTX-51)であった。UTX-51が最も強固に BSAと相互作用し熱中性子照射によっ
て BSAが UTX-51濃度依存的に破壊された。 
 
（３）Construction of a Drug Release Evaluation System: Application of Mitochondrial Respiration to 
Monitor Drug Release. 
 ラット肝ミトコンドリア内膜に存在する電子伝達系の酸化的リン酸化反応を指標としたリア
ルタイム薬物放出の検知系構築を試行した。モデル製剤としてアルギン酸ゲルを用いて薬物担
体を構築して、脱共役剤 SF6847を封入したゲルビーズ (SF beads) を作成した。SF beadsから溶
出した SF6847量をミトコンドリア酸素消費速度で算定する解析系を構築した。実薬として、非
ステロイド性消炎鎮痛剤 (NSAID) の一種であるメフェナム酸 (MEF)、および、ジクロフェナク 
(DIC) を封入しておき、担体からの放出特性をリアルタイムに検出した。このリアルタイム検出
システムを用いることで製剤からの成分放出特性が評価することが可能となり、より効率的に
創剤設計がすすめられる考えられた。また、プロトンのミトコンドリア内膜透過を誘導するプロ
ーブを設計することで脱共役作用のない薬物の検知についても考察した。 
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