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研究成果の概要（和文）： 
 レンサ球菌（Streptococcus）属菌は、生体内から病原体または常在菌としてのみ分離さ
れ、環境中からは殆ど分離されない。これは、本属菌の生態が生体内の物質と密接な関わ
りを持つことを示しており、生体内のおける本属菌の生態を解明することは極めて重要で
ある。本研究では、我々が以前に明らかにした S. pyogenes と S. agalactiae に存在する酸
素を利用する代謝経路を中心に、生体内に存在すると考えられる物質とこれらの菌の代謝
経路の関係を解析した。その結果、S. pyogenes は自らが作り出した乳酸のみならず外界
の乳酸も ATP 産生に使うことが可能であると思われる知見を得た。また、S. agalactiae
では生体内で本菌の持つ溶血素を使うことで利用可能になると思われる heme を外界から
取り込み、電子伝達系を活性化できることを示した。これらの研究成果は、本属菌が生体
内の物質と密接に関連した生態を持つことを示しており、生体内に常在することで能率的
に ATP を産生し、その結果病原性を発揮することにつながることを示しており、本属菌の
生態を理解する上で重要な知見を与えると思われる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
     Genus Streptococcus has been isolated from the body as a pathgen or part of the 
nomal flora, but has not been isolated from the environment.   This shows that, the these 
bacteria has a close relationship with components of the host’s body therefore there is a 
need to elucidate the ecology of genus Streptococcus.   In this study, using our privious 
report on the use of oxygen for metabolism by S. pyogenes and S. agalactiae, we have 
analyzed the relationship between these bacteria’s metabolism and the supposed host 
component.   Results showed that S. pyogenes can possibly use lactic acid that it produces 
or from an external source for ATP production.   Also, we have shown that inside the body, 
S. agalactiae takes in heme from an external source using its hemolysin and is able to 
activate the electron transport system.   We have shown from these results the close 
relationship between host component and Streptococcus and now this genus efficiently 
produces ATP by thriving inside the host’s body.   From these results we have shown its 
relation to these bacteria’s pathogenicity and important knowledge on the ecology of genus 
Streptococcus has also been elucidated. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 レンサ球菌（Streotococcus）属に含まれる

細菌種、特に S. pyogenes（化膿レンサ球菌）

は古くは産褥熱、猩紅熱を引き起こすことで

知られ、また咽頭炎、急性糸球体腎炎の原因

菌であり、近年では特に劇症型Ａ群レンサ球

菌感染症を引き起こすことで注目されてい

る。また、S. agalactiae は重篤な新生児感染

症を起こす細菌として医学上非常に重要で

ある。これらの菌は、臨床分離株またはヒト

または動物の常在菌として分離され、環境中

からは分離されない。これらの菌は重篤な感

染症を引き起こすことは分かっているが、そ

の病態の解明については多くの研究者の努

力にも関わらずまだまだ不明な点が多く残

されている。申請者らは本菌の生態を解明す

べく長年にわたり本菌の代謝について研究

を重ねてきた。これまでの知識では一般に本

属菌は活性酸素を処理する能力を有し酸素

には耐性であっても、酸素を利用する代謝は

行わないとされてきた（ホモ乳酸発酵により

ATP を獲得する＝酸素は代謝に関与しない）

のであるが、我々の研究成果はこの考えを覆

し、条件により積極的に酸素を利用し、効率

良く ATP を獲得していることを明らかにし

てきた。我々が明らかにしてきた酸素を利用

する代謝経路は、生体内において比較的容易

に獲得可能と思われる物質を本菌が取り込

み利用する時のみ活性化できると考えられ

る。本属菌は生体からのみ分離されことから、

生体内の物質と密接に関わった生態を持つ

ことが予測されるが、その詳細については殆

ど分かっていなかった。本属菌の生態を明ら

かにし、さらに病原性を理解するためには、

生体内の物質と本属菌の生態との関係を明

らかにしていくことが極めて重要であると

思われた。 
 
２．研究の目的 
 
 前述の通り、Streptococcus 属菌は生体内

から病原体または常在菌として分離され、環

境中からは殆ど分離されない。従って、生体

内の物質と密接に関連した生態を持ってい

ると考えられ、そのため生体外では生育不可

能、または生育が極めて難しいのであろうと

思われた。本研究では、我々が明らかにして

きた酸素を利用する代謝経路から、 S. 
pyogenes と S. agalactiae を対象に、生体内

物質との関連を検討した。 
 
３．研究の方法 
 

(1) S. pyogenes について 

 

 本菌について、我々は本菌が過酸化水

素産生性と非産生性の２つに分類でき

ることを示している。また、過酸化水素

産生株では培地中の glucose が枯渇する

と同時に過酸化水素の産生が始まり、自

らが産生した乳酸を取り込み ATP を産

生していることを明らかにした。この現

象は glucose 枯渇後起動される本菌の生

存戦略であると考えられ、この現象は本

菌ゲノム上にコードされている lactate 
oxidase の働きにより乳酸からピルビン

酸を産生、このとき酸素を利用し過酸化

水素を産生するものである。従って、ま

ずは外界の乳酸を利用できるかどうか

を検討した。また、lactate oxidase を精

製し、様々な変異を入れた変異酵素を作

成し、活性中心を明らかにした。さらに、

本酵素をコードする遺伝子を詳細に解

析した。また、人為的に本酵素を破壊し

た lactate oxidase 変異株を作成し、病原

性試験を行った。 
 

(2) S. agalactiae について 

 

 本菌については、ゲノム情報から

cytochrome の存在が示唆されており、

試験管内で heme と menaquinone を添

加することにより電子伝達系が駆動さ

れるとの報告がある。同様の報告は、

Enterococcus や乳酸菌属にも散見され、

本菌を含め乳酸菌と称される菌群には

不完全な電子伝達系を持つ菌があると

思われた。我々は、非発酵性物質とされ

ている glycerolを本菌が代謝出来るかど

うかを確認した。また、heme や

menaquinone を添加し、電子伝達系阻

害薬を用いることで電子伝達系の動き

を追跡した。また、放射線同位元素を用



いて menaquinone 合成経路を検討した。 

 

４．研究成果 

 

(1) S. pyogenes について 

 

 我々は本菌過酸化水素産生株を培養

し、glucose が枯渇した時点で乳酸濃度

を測定、これに外界の乳酸を加え、乳酸

の消費を検討した。その結果、本菌過酸

化水素産生株は外界の乳酸を完全に消

費し、外界の乳酸も利用可能であること

が示された。また、培地中にカタラーゼ

を加えて培養すると過酸化水素を産生

しても菌の増殖が抑えられないことが

わかり、実際の生体内ではカタラーゼが

豊富にあると思われることから、本菌は

生体内で過酸化水素を産生し生体内の

乳酸を使って ATP 産生を行えることが

ほぼ示された。また、この現象に関連す

る酵素である lactate oxidase は、His タ

グを付加、ニッケルカラムを用いる方法

では精製不可能であり、ゲル濾過の結果

より遺伝子配列から予測される分子量

(43kDa)の数倍の大きさを持つことも明

らかになった。本酵素の遺伝子は、非常

に典型的なプロモータにより発現する

オペロンでない単一な遺伝子であり、カ

タボライトリプレッションおよび転写

終結を規定するターミネーターも非常

に明確に判別できる配列を持っていた。

大腸菌に本酵素を発現させ、陰イオンク

ロマトグラフィー・ゲル濾過・ヒドロキ

シアパタイトクロマトグラフィーの順

番で用いることで本酵素を単一の酵素

として精製できることを示したが、37˚C
で発現させた本酵素は活性を持たなか

った。活性を有する酵素を得るためには

18˚Cでの発現が必要であった。また、ア

ミノ酸を置換した lactate oxidase を作

成することにより、395 アミノ酸のうち

96 番目と 312 番目のアミノ酸が活性を

発揮するのに重要であることも明らか

になった。過酸化水素非産生株由来の

lactate oxidase ではこのアミノ酸が置

き換わっており、lactate oxidase の活性

を完全に消失していた。また、人為的に

本酵素を破壊した lactate oxidase 変異

株を作成し、病原性試験を行った。

lactate oxidase が破壊されることによ

る病原性への影響は軽微であるようで

あるが、現在確認実験をすすめている。 
 

(2) S. agalactiae について 

 

 前述の通り本菌には、cytochrome の

存在が示唆されており、試験管内で

heme と menaquinone を添加すること

により電子伝達系が駆動されるとされ

ている。我々は、非発酵性物質とされて

いる glycerol に着目し、本菌が glycerol
を代謝出来るかどうかを確認した。

glucose と glycerol を培地中に加え本菌

を培養したところ、本菌は glucose が枯

渇したところで glycerolを使い始めるこ

とが明らかになった。従って、glycerol
利用に関する遺伝子群はカタボライト

リプレッションの制御下にある可能性

が高い。また、非発酵性物質とされる

glycerol が本菌に使用される事実は非常

に興味深い。glycerol 利用経路には過酸

化水素を産生する酵素が含まれるが、同

じオペロン上にある NADH-peroxidase
で処理されているらしく、過酸化水素は

検出できなかった。また、ゲノム情報上

heme や menaquinone 合成遺伝子を本

菌は持たないが、培地中に hemin を添加

することで電子伝達系が活性化される

ことを示した。この時、菌体内には

menaquinone が蓄積していることを薄

層クロマトグラフィーにより確認した。

この時解糖系から作られた pyruvate か

らは lactate が全く作られておらず、

NADH は全て電子伝達系で処理されて

いるものと思われた。電子伝達系阻害薬

を用いることで glycerol代謝時に増殖が

阻害され、これは電子伝達系の動きが阻

害されることで ATP 産生に障害が起き

ていることを示している。また、放射線

同位元素を用いて menaquinone 合成経

路を検討したが、一般に知られたメバロ

ン酸を出発点とする menaquinone 合成

経路とは違い未知の経路で作られてい

るようである。glycerol は生体内でリパ

ーゼにより遊離するとされている。従っ

て本菌が glycerol 利用能を持ち、しかも

その時電子伝達系を活性化させること

が可能である知見は、本菌の代謝も生体

内の物質と密接な関わりを持つことを

示している。未知の menaquinone 合成

経路を解明することは出来なかったが、

長年唯一の経路とされたメバロン酸を

出 発 点 と す る 経 路 以 外 に も 近 年

menaquinone 合成経路が報告されてお

り、今後この課題に取り組む予定である。 
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