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研究成果の概要（和文）：Streptococcus anginosusはプラーク常在細菌だが，口腔扁平上皮癌
との関連が示唆されている．本研究ではワクチン開発を目的として，S. anginosusのフィブロ
ネクチン結合タンパク質Fbp62を同定し，本菌の病原性に果たす役割について検討した．fbp62
欠損株では野生株に比べ上皮細胞に対する付着性が有意に低下した．また，マウス致死活性，
膿瘍形成能が有意に低かった．以上の成績より，S. anginosus の新規フィブロネクチン結合タ
ンパク質Fbp62は本菌の病原性に深く関与することから，口腔癌の有効なワクチンの候補とな
ることが示唆された． 
 
研究成果の概要（英文）：Streptococcus anginosus inhabits dental plaques, and its infection 
in oral mucosa could be closely related with some squamous cell carcinoma. In this study 
for the development of vaccine, the fibronectin binding protein gene of S. anginosus, 
designated fbp62 was cloned, and the pathogenic involvement of Fbp62 in S. anginosus 
infection was investigated. The results indicated that the adhesive ability of an fbp62 
knockout mutant (∆fbp62) of S. anginosus to mucosal epithelial cells diminished 
significantly, and that the ∆fbp62-infected mice showed considerably lower mortality 
and abscess formation rates, compared to the wild type S. anginosus-infected mice. Thus, 
a novel fibronectin binding protein of S. anginosus, Fbp62, could be an effective vaccine 
candidate for the S. anginosus-related oral cancer. 
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１．研究開始当初の背景 
 Streptococcus anginosusは口腔常在菌の
一菌種で病原性は低いと考えられているが，
近年，口腔癌をはじめ種々の消化器癌との関

連が示唆されている．しかし，現在，本菌の
生物発癌に関わる病原因子あるいは病原性
発現の機序についての解析はほとんどなさ
れていない． 
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２．研究の目的 
 本研究では,S. angiosusの感染初期に重要
な役割を演じると考えられる病原因子，すな
わち，本菌の宿主細胞への付着因子を分子お
よび遺伝子レベルで明らかにする．さらに，
感染における本分子の機能，役割をin vitro
および in vivoの実験で検討することで S. 
angiosusの病原性発現機序の一端を解明す
るとともに,本付着因子の口腔癌予防ワクチ
ンとしての可能性を組換えタンパク質を作
製し検討する. 
 
３．研究の方法 

(1) S. anginosusの株化上皮細胞への付着 

 株化上皮細胞をコンフルエントに培養し
たプレートに 3HラベルしたS. anginosus菌
株（分離株：癌組織由来，健常者口腔由来，
NCTC10713 ）を添加して培養し，付着した菌
の放射活性から付着率を算出し，菌株間での
付着率の違いを検討する．培養液にフィブロ
ネクチンあるいは抗フィブロネクチン抗体
を添加し，それぞれの影響を検討して菌付着
におけるフィブロネクチン結合の特異性に
ついて明らかにする．  
(2) S. anginosusのフィブロネクチン結合タ
ンパク質の同定 
 S. anginosus菌株（癌組織由来，健常者口
腔由来，NCTC10713 ）の菌表層タンパク質を
抽出し，二次元電気泳動後ニトロセルロース
膜に転写し，ウエストウエスタンブロッティ
ングによりECM結合タンパク質の検出を行う．
ECM結合性を示すタンパク質のスポットを切
り出しN末端アミノ酸配列の解析を行い，そ
の配列を相同検索により解析しタンパク質
を同定する．次にインバースPCRやジーンウ
ォーキング等で遺伝子のクローニングを行
う． 
(3) S. anginosusフィブロネクチン結合タン
パク質（ワクチン抗原）のリコンビナント体
および欠失変異株の作製 
 リコンビナントタンパク質はpGEX-4Tベク
ターを用いる．特異抗体はリコンビナント体
を家兎に免疫して作製し，本遺伝子の部分配
列を含む KOベクターをコンピテントセルに
トランスフェクトし相同組み替えにより欠
失変異株を作製する．それらの付着活性など
の生物活性を解析し，また，菌体におけるそ
れらタンパク質の局在について特異抗体を
用いウエスタンブロッティングで検討する． 
(4) S. anginosusフィブロネクチン結合タン
パク質（ワクチン抗原）を用いた感染予防実
験 
 マウスにワクチン抗原を接種し，血清抗体
価のチェックを行う．次に，S. anginosus全
身感染モデルで生存率から検討する．また，
同様に背部皮下膿瘍形成に対する抑制効果

を判定する． 
 
４．研究成果 

(1) S. anginosusの株化上皮細胞への付着 

 S. anginosusはいずれの菌株（分離株：癌
組織由来，健常者口腔由来，NCTC10713 ）も
ヒト咽頭上皮細胞（HEp-2）およびマウス歯
肉上皮細胞(GE1)に対して高い付着率能を示
した．さらに，S. anginosusは細胞外マトリ
ックスタンパク質のうち特にフィブロネク
チンに対する有意な付着が認められ，本菌の
上皮細胞に対する付着はフィブロネクチン
あるいは抗フィブロネクチン抗体により阻
害されたことからS. anginosusの上皮細胞
への付着にはフィブロネクチン結合タンパ
ク質が関与していることが示唆された．  
(2) S. anginosusのフィブロネクチン結合タ
ンパク質の同定 
 S. anginosusのフィブロネクチン結合タン
パク質を同属の菌種の遺伝子配列から高度
保存領域を検索し，インバースPCRやジーン
ウォーキング等で遺伝子を同定した．本遺伝
子（fbp62）は1650塩基対からなり，その遺
伝子産物Fbp62は549アミノ酸からなる分子
量62,000，pIは8.1と推定された．これは
他のレンサ球菌で報告されているフィブロ
ネクチン結合タンパク質との相同性がアミ
ノ酸レベルで72-82％と高かった． 
(3) S. anginosusフィブロネクチン結合タン
パク質のリコンビナント体，欠失変異株の作
製およびそれら付着活性 
 fbp62を pGEX-4Tに組みこみリコンビナン
トFbp62を作製した．また，KOベクターを用
いて欠失変異株を作製した．リコンビナント
Fbp62は固相化フィブロネクチンに有意の付
着性を示し，S. anginosus fbp62欠損株は固
相化フィブロネクチンおよび上皮細胞
（HEp-2）への付着が野生株に比べ有意に低
かった．また，Fbp62は菌体表層に局在して
いることが明らかとなった． 
(4) S. anginosusフィブロネクチン結合タン
パク質のin vivoにおける病原性の評価 
 S. anginosus fbp62欠損株では野生株に比
べマウスに対する致死率および膿瘍形成能
が有意に低かった．また，あらかじめFbp62
を免疫し特異抗体が認められたマウスでは，
S. anginosusによる感染の病原性を有意に低
下させた． 
 以上の成績から，S. anginosusのFbp62は
上皮細胞へのフィブロネチンを介した付着
機序に関与する重要な病原因子として働き，
その組換えタンパク質は感染防御抗原とし
ての可能性が示唆された． 
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