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研究成果の概要（和文）：近年、犬・猫といった伴侶動物と人との距離は益々近接している。人のメンタル・サ
ポートといった長所がある一方で、犬・猫⇔人での病原体の伝播が懸念されている。
本研究では、人獣共通病原菌となる犬レンサ球菌が保有する侵入性・定着性・薬剤耐性・病原性に関してゲノム
/転写を踏まえて解明することを目的とした。
その結果、犬レンサ球菌は他のレンサ球菌(例えば、化膿レンサ球菌)と類似した侵入性機構・定着性機構・薬剤
耐性機構・病原性機構を有していることが明らかとなった。今後、さらなる解明が求められる。

研究成果の概要（英文）：Companion animals (dogs/cats) and humans are living closely. Additionally, 
medical institutes are introducing animal-assisted therapy as a mental health support for hospital 
patients. However, there are the concerns about transmission of pathogens between dogs/cats and 
humans. 
The purpose of this study was to specify the mechanisms about invasions, colonization, antimicrobial
 resistance, and virulence based on the genomes/transcripts in a zoonotic bacterium, Streptococcus 
canis strains. 
The S. canis strains possessed the mechanisms regarding invasions, colonization, antimicrobial 
resistance, and virulence, which were similar with those in other streptococci (e.g., S. pyogenes). 
We should conduct the future analyses to clarify these mechanisms.

研究分野： 感染症学、臨床微生物学、感染制御学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は人獣共通病原菌である犬レンサ球菌が保有する侵入性・定着性・薬剤耐性・病原性を解明したものであ
り、検索した限り、日本における最初の研究成果となる。
　本菌種も他のレンサ球菌(例えば、化膿レンサ球菌)と類似した侵入性機構・定着性機構・薬剤耐性機構・病原
性機構を有している点は学術的に興味深い。
　ペニシリン結合タンパク質におけるアミノ酸置換を示すペニシリン低感受性犬レンサ球菌の実証を踏まえ、獣
医診療における抗菌薬の慎重投与を早急に促進する必要がある。

※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  
(1) 1986 年、犬レンサ球菌(Streptococcus canis)という菌種名が提唱された(Int J Syst 
Bacteriol 36: 422-5, 1986)。本名称は canine (犬）に由来し、長年、獣医学の教科書では犬
由来溶血性 G群レンサ球菌への名称として用いられてきた。本菌種は同細胞壁にて特徴的な
peptidoglycan type(Lys-Thr-Gly)を有し、DNA-DNA hybridization や生理学的・生化学的検査
の結果に基づいて同属の S. dysgalactiae(人由来 G群レンサ球菌/L 群レンサ球菌や動物・人由
来 C 群レンサ球菌)/S. pyogenes/S. equi/S. salivarius とは異なる菌種であることが判明し
た。 
 近年、動物介在療法が医療機関/高齢
者施設へ導入され、犬/猫を飼育する家
庭も増えて、伴侶動物⇔人との距離が
益々近接(右図を参照)している。その結
果、犬レンサ球菌は人獣共通病原菌とし
ての側面を有するようになっている。ま
た、産業動物(牛/豚/鶏等)における薬剤
耐性菌(テトラサイクリン系/マクロラ
イド系/キノロン系等)としての側面は
伴侶動物にも影響を及ぼし、人への同耐
性菌の伝播(右図を参照)が懸念されて
いる。 
(2) 伴侶動物由来株より無作為に抽出した犬レンサ球菌 40 株および人血液由来 2株・基準株
NCTC 12194(T)[牛乳房炎より分離]を用いて、人細胞内侵入能と微生物学的関連因子を評価した。
用いた人株化細胞は大腸上皮細胞(Caco-2)・皮膚角質細胞(HaCaT)であり、本菌接種後 2時間に
おける細胞内侵入菌量を計測した。カットオフ値の設定により高侵入能株・低侵入能株に分類
でき、高侵入能 19 株と低侵入能 24 株に群別された。高侵入能株と M-like protein アレル型
10 型/11 型や sequence type 21/sequence type 41 との関連性を認め、本菌における人細胞内
高侵入能と系統クローンとの連関(Jpn J Infect Dis 74: 129-36, 2021)が示された。 
 伴侶動物由来株より無作為に抽出した犬レンサ球菌 80 株を用いてバイオフィルム形成能
(96-well plate への付着⇒クリスタルバイオレット染色法後の吸光度に基づいて定量評価)と
微生物学的関連因子を評価した。人血液由来 2株・犬血液由来 1株も被検株として加えた。カ
ットオフ値に基づいて、バイオフィルム形成能保有 35 株と形成能非保有 48 株に群別できた。
基準株 NCTC 12194(T)と比べてバイオフィルム高形成能を有する 6株も認めた。同形成能保有
と M-like protein アレル 10 型や sequence type 21 との関連性を認めた。同形成能保有と線毛
関連遺伝子/薬剤耐性遺伝子との連関(Jpn J Infect Dis 75: 63-9, 2022)も確認した。以上、
本菌におけるバイオフィルム形成能と系統クローンとの連関が示された。 
このような研究背景(系統クローンと人細胞内高侵入能/バイオフィルム形成能との連関)か

ら、「犬レンサ球菌が保有する侵入性・定着性・薬剤耐性に関わる転写物の探索同定」という
研究課題を実施する着想に至った。  
 
２．研究の目的  
 ワンヘルス(人⇔動物⇔環境を包括する衛生管理の理念)の重要性が感染制御上求められてい
る。それ故、本研究では、犬レンサ球菌(人獣共通病原性レンサ球菌)を用いて当該研究期間に
おいて以下の項目を明確にすることを目的とした。 
＜１年目：犬レンサ球菌が保有するゲノム特性および転写物特性＞  
＜２年目：犬レンサ球菌が保有する転写物特性および薬剤耐性＞  
＜３年目：犬レンサ球菌が保有する病原性調節因子および新規薬剤耐性と耐性機構＞  
 本研究では、ゲノム配列および転写物配列を活用して、同解明へとアプローチした。加えて、
犬レンサ球菌の伴侶動物⇒人への伝播経路として、伴侶動物による人への咬傷のほかに、濃厚
接触を介した伴侶動物における本菌定着部位[口腔咽頭/皮膚/泌尿生殖器/消化管など]⇒人の
皮膚創傷[認識困難な傷も含めて]への侵入も考慮される。以上の理由から、本研究における人
由来株化細胞として、大腸上皮細胞(Caco-2)ではなく、皮膚角質細胞(HaCaT)を用いることとし
た。  
 
３．研究の方法  
 当該研究期間において以下の研究方法を展開した。 
＜１年目：犬レンサ球菌が保有するゲノム特性および転写物特性＞  
(1) ゲノム特性を把握するために比較ゲノム解析法が用いられる。比較ゲノム解析法にはベン
図作成・パスウェイ分類が可能となる gene ontology 解析法が含まれている。それ故、網羅的
転写物解析法を実践する前の段階として、比較ゲノム解析法を行うこととした。具体的な研究
方法として、米国バイオテクノロジー情報センターにゲノム配列が登録された犬レンサ球菌 20
株[日本由来 10 株および韓国由来 4株を含む、2021 年 4 月時点]に関するゲノム配列特性を解
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明することとした。主要な型であり、血液由来株[3 株]が属する sequence type 9[7 株]に着目
し、sequence type 9 に特化したゲノム特性を探索した。解析法として、比較ゲノムハイブリ
ダイゼーション解析法・パンゲノム―コアゲノムにおけるコーディング DNA 配列数の推定・
sequence type 9 に属するゲノム配列を用いたベン図[5 株]作成・パンゲノム系統樹解析法・gene 
ontology 解析法を行った。  
(2) 網羅的転写物解析法を実施する犬レンサ球菌株はゲノム配列が決定している必要がある。
それ故、前述のゲノム配列が登録されている本菌株中より転写物特性を把握することとした。
さらに、先行研究結果(Jpn J Infect Dis 74: 129-36, 2021)も参考にしながら、人皮膚角質細
胞(HaCaT)内への侵入能[接種後 2時間での人細胞内侵入菌量を計測]⇒生存能[同 5時間での人
細胞内侵入菌量を計測]を評価した。対照株としてゲノム配列が判明している基準株 NCTC 
12191(T)が有する人細胞内侵入能⇒生存能も判定することとした。転写物特性を解明する菌株
を決定した後、感染前[基礎値]⇒人細胞内侵入時[接種後 2時間]⇒人細胞内生存時[同 5時間]
の菌体 RNA を効率的に抽出する工程(1.4-mm シリカビーズ⇒0.1-mm シリカビーズを用いた
MagNA lyser による遠心分離)を進めた。Bioanalyzer により抽出 total RNA が有する品質評価
(RNA integrity number の測定)を行った。  
＜２年目：犬レンサ球菌が保有する転写物特性および薬剤耐性＞  
(3) 感染前⇒接種後 2時間⇒接種後 5時間といった 3段階の total RNA より rRNA を除去し、網
羅的転写解析用ライブラリを作成した後、Illumina NovaSeq 6000 を用いて網羅的転写解析法
へと供した。アプリケーション Qiagen CLC Genomics Workbench v.8 によるトリミングを行い、
各々該当するゲノム配列へのマッピングを施行して網羅的転写物データを取得した。網羅的遺
伝子発現プロファイルを得るために、包括的解析法[主成分分析法/k-means クラスタリング解
析法]および遺伝子発現差異解析法[ボルケーノプロット法/ベン図法/gene ontology 解析法]を
アプリケーション iDEP 2.0 により実施した。差異遺伝子発現の定義[log2 fold change of >1, 
adjusted P value of <0.1]に基づいて、発現増強/発現減弱を示す差異遺伝子発現の上位 50
を抽出し、各々を推定機能毎に分類した。差異遺伝子発現の上位 50 中の病原性関連因子を選定
した。遺伝子発現差異解析法による結果と定量的逆転写核酸増幅法で得られた結果を比較した。  
(4) 潰瘍性角膜炎を呈した犬の眼科検体からレンサ球菌が 7%–31%の割合で分離されることか
ら、レンサ球菌と潰瘍性角膜炎の発生との関連性が示唆されている。それ故、犬の眼科検体よ
り分離した犬レンサ球菌が有する薬剤耐性を確認することとした。具体的には、2021 年に収集
した本菌株より犬の眼科検体より分離した9株(角膜5株/眼脂4株)を抽出した。対照株として、
同期間に犬の耳検体より分離した 20 株(耳漏 19 株/耳管内容物 1株)・2017 年に犬の眼科検体
より分離した 13 株(角膜 6株/結膜 4株/眼脂 3株)も選出した。表現型解析として溶血活性/薬
剤感受性を評価し、遺伝子型解析として薬剤耐性遺伝子型/分子疫学特性となる sequence type
や clonal complex/病原性関連遺伝子型を判定した。  
＜３年目：犬レンサ球菌が保有する病原性調節因子および新規薬剤耐性と耐性機構＞  
(5) 犬レンサ球菌が有する病原因子としてM-like proteinがある。本菌基準株のゲノム配列上、
M-like protein 遺伝子の上流に病原性調節因子となる M protein trans-acting positive 
regulator 遺伝子が隣接している。この病原性調節因子をコードする遺伝子の増幅⇒塩基配列
の決定により 39 分離株における同病原性調節因子のアミノ酸配列を推定し、ゲノム配列が決定
している 22 株における同病原性調節因子のアミノ酸配列も抽出した。基準株が有する同病原性
調節因子アミノ酸配列と分離株・ゲノム配列決定株におけるアミノ酸配列との類似率・サイズ
を解析した。同病原性調節因子の機能に関わる 3種のアミノ酸モチーフが存在するか否か、検
討した。さらに、上記病原因子のアミノ酸配列における多様性に関しても決定した。  
(6) 近年、犬の深部膿皮症より分離した犬レンサ球菌株においてペニシリン G(PCG)感受性が減
弱(PRScanis)した 3株が報告された。2 株は皮膚膿瘍由来であり、1株は健常な犬口腔由来とな
る。そのため、既収集株における PRScanis 株を用いてそのペニシリン結合タンパク質(PBPs)
におけるアミノ酸置換を解析することとした。具体的には、2015 年・2017 年・2021 年収集株
において微量液体希釈法による PCG 最小発育阻止濃度(MICs)値の上昇を認めた 7株を選び、寒
天平板希釈法による MICs 値を再度測定[2006 年米国臨床検査標準化機構/判定基準に準拠]し
た。基準株となる NCTC 12191(T)も被検株に含めた。6 株は 2021 年[1 株は 2015 年]に収集し、
3株は犬/膿・2 株は犬/角膜・2株は犬/耳漏由来であった。次世代シーケンサーDNBSEQ-G400RS
を用いて同 7株のゲノム配列を決定した。Sequence type/M-like protein アレル型/薬剤耐性
遺伝子プロファイルに関して検討した。  
 
４．研究成果  
 当該研究期間において以下の研究成果が得られた。 
＜１年目：犬レンサ球菌が保有するゲノム特性および転写物特性＞  
(1) 配列多様性を示唆する比較ゲノムハイブリダイゼーション結果やベン図所見を認め、パン
ゲノム―コアゲノム上でのコーディングDNA配列数は各々4,772―1,403となることが判明した。
系統樹上では sequence type 毎に 5種のクレードがあり、gene ontology 解析法により sequence 
type 9 に特化したコーディング DNA 配列が制御する 4種のパスウェイ[(1) DNA 
restriction-modification system/(2) DNA-mediated transposition/(3) extracellular 
region/(4) response to oxidative stress]を見出すことができた。このようなゲノム特性の



把握が次に実践する網羅的転写物解析法へと繋がる重要な基盤技術となり得る。  
(2) 高人皮膚角質内侵入能⇒高生存能を保有する菌株として FU1[2017 年/千葉県/猫/膿より分
離]を選定するに至った。FU1 株および基準株より抽出した total RNA に関して、菌株由来
16S/23S rRNA の高度ピークおよび人細胞由来 18S/28S rRNA の低度ピークを確認することがで
きた。RNA integrity number 結果も得られた。今後、転写物特性を解明する工程へと進めるこ
とができる。  
＜２年目：犬レンサ球菌が保有する転写物特性および薬剤耐性＞  
(3) 網羅的転写物として、6.17 Gbp～9.02 Gbp のデータを取得することができた。トリミング
における quality scores (Q20/Q30)が 90%以上である点が認められ、網羅的転写物データに関
する信頼性が担保された。包括的解析法により、感染前⇒接種後 2時間⇒接種後 5時間におけ
る遺伝子発現プロファイルを集約化できた。遺伝子発現差異解析法により、上位 50 に該当する
発現増強/発現減弱した差異遺伝子発現群がその推定機能別に分類された。発現減弱した差異遺
伝子発現群を中心に、病原性関連因子を選定することができた。発現増強/発現減弱した差異遺
伝子発現群より異なる機能に属する標的遺伝子 2種を各々選び、定量的逆転写核酸増幅法を行
った。遺伝子発現差異解析法による結果と定量的逆転写核酸増幅法で得られた結果が同様であ
る点を確認し、遺伝子発現差異解析法により得られたデータの妥当性を実証した。検索した限
り、犬レンサ球菌に関する転写物特性は新規知見となり得る。  
(4) 2021 年犬の眼科検体より分離
した犬レンサ球菌株は、対照株と比
較して、sequence type 46/sequence 
type 2 より構成される clonal 
complex 46 に属する株(右図を参
照)が有意に多く、薬剤耐性や薬剤
耐性遺伝子を保持する株が有意に
多い知見が認められた。具体的には、
9株中7株がminocyclineに耐性、 5
株がerythromycin/azithromycinに
耐性、6株が clindamycin に耐性、4
株がlevofloxacinに耐性を示した。
一方、溶血活性/病原性関連遺伝子
型に関しては、2021 年犬眼由来株の
特徴となる所見は認められなかっ
た。  
＜３年目：犬レンサ球菌が保有する病原性調節因子および新規薬剤耐性と耐性機構＞  
(5) 基準株が有する M protein trans-acting positive regulator のアミノ酸配列との類似率・
サイズを比較し、アミノ酸 509 個において 96.66%～100%の類似率であることを確認した。さら
に、同病原性調節因子の機能に関わる 3種アミノ酸モチーフを有している点も確認できた。病
原因子となる M-like protein のアミノ酸配列が多様性(即ち、アレル型の存在)を示す一方で、
同病原性調節因子のアミノ酸配列は類似性を提示することから、M-like protein の転写を制御
し得るオペロンとなる M protein trans-acting positive regulator の存在が示唆された。検
索した限り、犬レンサ球菌における病原性調節因子に関する知見は新規性がある。  
(6) 寒天平板希釈法により、基準株の MIC 値が≦0.03 g/mL を示す一方、7株中 5株の MIC 値
が 0.125 g/mL を示し、PRScanis の可能性が示された。基準株のアミノ酸配列と比較して、
PBP2X/トランスペプチダーゼ(TP)領域にて 2～4部位のアミノ酸置換、PBP2B/TP 領域にて 1部
位のアミノ酸置換、PBP2A/TP 領域にて 1～2部位のアミノ酸置換、PBP1B/TP 領域にて 1～3部位
のアミノ酸置換を確認した。興味深
いことに、PBP2X/TP 領域における活
性保存モチーフ[アミノ酸部位 340
～343 における SxxK モチーフ]の置
換[STMK⇒SAMK](右図を参照)を認
めた。同置換はアモキシシリン低感
受性を示す肺炎球菌においても報
告(右図を参照)されており、本菌に
おける PCG 低感受性と PBP2X/TP に
おける活性保存モチーフの置換と
の関連性が示唆された。また、2021
年に収集した PRScanis 5 株が
sequence type 46・M-like protein
アレル 2型・薬剤耐性遺伝子 tet(O)
およびant(6)-Iaを有していること
から、同年における同様なクローン
による伝播の可能性も考慮された。  
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【総括と今後の展望】  
Ⅰ．犬レンサ球菌が有するゲノム特性として、侵襲性血液由来株が属する sequence type 9 に
特化したコーディング DNA 配列が制御する 4種のパスウェイ[(1) DNA 
restriction-modification system/(2) DNA-mediated transposition/(3) extracellular 
region/(4) response to oxidative stress]を確認することができた。今後、より多くの侵襲
性株に関するゲノム配列を加えて、再度比較ゲノム解析法を検証することが求められる。  
Ⅱ．犬レンサ球菌が有する転写物特性に関する研究成果として、上位 50 に該当する発現増強/
発現減弱した差異遺伝子発現群をその推定機能別に分類することができた。さらに、発現減弱
した差異遺伝子発現群を中心に、病原性関連因子も選定された。今後、人皮膚角質細胞への接
種後の観察時間を延長(例えば、接種後 24 時間)して転写物特性を解明することが望まれる。  
Ⅲ．犬レンサ球菌が有する薬剤耐性と耐性機構は他のレンサ球菌(例えば、B群溶血性レンサ球
菌)における薬剤耐性・耐性機構と類似している点(PCG への低感受性や低感受性機構となる PBP
中のアミノ酸置換)を確認することができた。ペニシリン系薬は、溶血性レンサ球菌感染症への
治療薬として重要な位置を占めている。今回の知見を踏まえ、人・診療現場における抗菌薬適
正使用支援と同様に、伴侶動物・診療現場における抗菌薬慎重投与の重要性が再度認識される
よう、各種学術集会の場において、強調する必要がある。 
犬の潰瘍性角膜炎に対する治療法として、薬剤 ofloxacin/chloramphenicol の病側点眼とと

もに、ヒアルロン酸の点眼や異種血清の点眼がされている。Levofloxacin 耐性株が分離される
事例では、抗菌薬点眼による効果が限定的と推定される。そして、異なる臨床検体からの分離
株毎に薬剤感受性を評価することの重要性も強調する必要がある。  
Ⅳ．犬レンサ球菌が有する病原性調節因子として、ゲノム構図上、病原因子・M-like protein
遺伝子に隣接する M protein trans-acting positive regulator 遺伝子の存在を見出した。今
後、本菌における同病原性調節因子遺伝子に関する欠損変異株を作出することにより、同病原
因子の発現が減弱するか否か、検証することが求められる。  
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