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研究成果の概要（和文）：A群レンサ球菌の、外界からのストレス感知にネットワークを構成し機能する二成分制御系
について解析を行った。酸の感知には、複数のセンサー蛋白質が関連しており、これらは酸化ストレスの感知や、バイ
オフィルム産生にも関連していることが示唆された。ある種のセンサー蛋白質を検討し、病原因子獲得に有利に働く可
能性を有する新規の株を見出した。更に一人の劇症型感染症患者の複数の組織から分離された株の解析により、CovSセ
ンサー蛋白質が無菌部位への侵入に大きな役割を果たしていることが確認された。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the two-component regulatory systems that function by forming 
networks to sense the environmental stresses in Streptococcus pyogenes. Our analyses suggested that 
several sensor proteins are involved in sensing acid and also in oxidative stress and biofilm formation. 
We have found novel isolates that are considered to gain more virulence-associated factors by the 
analysis of one sensor protein. In addition we confirmed that CovS sensor protein plays important roles 
that S. pyogenes invades to aseptic tissues from septic tissues by the analysis of the several isolates 
from a single streptococcal-toxic-shock-syndrome patient.

研究分野：細菌学
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１．研究開始当初の背景 
（１）A 群レンサ球菌は小児の急性咽頭炎の
主要な起炎菌であるとともに劇症型レンサ
球菌感染症など多彩な病態を引き起こすこ
とが知られている。劇症型レンサ球菌感染症
は典型的にはいわゆる人喰いバクテリア症
と呼ばれる壊死性筋膜炎を始めとする全身
性の重篤な病態を引き起こす再興感染症と
して問題となっている疾患である。この菌の
病原性を考える場合、病原因子として産生す
る毒素が重要な役割を果たしていることは
疑う余地がない。我々はこの観点から A群レ
ンサ球菌が引き起こす病態の理解を目的と
して、劇症型レンサ球菌臨床分離株を種々の
ストレス条件下で培養し、菌体外に分泌され
る毒素蛋白質を二次元電気泳動と質量分析
を用いて検討してきた。これらの毒素の中に
は、宿主の微生物に対する防御機構に拮抗す
る目的で産生されているものもあり、特に
DNA 分解酵素は好中球から放出される NETs 
(neutrophil extracellular traps)を分解す
ることにより、宿主の防御機構から逃避する
という点で重要である。種々のストレスには
抗生物質によるストレスも含まれ、我々は劇
症型感染症治療に利用されるクリンダマイ
シンに対する A群レンサ球菌の反応、それに
関与する分子解析を行った。これらの反応に
は外界の変化を感知し、適切に遺伝子発現を
制御する機能が重要な役割を果している。一
般に細菌には二成分制御系という遺伝子発
現制御系が存在する。二成分制御系とは外界
の環境変化を感知するセンサー蛋白質と、そ
のセンサー蛋白質のもつ histidine kinase
活性によって修飾されるレギュレーター蛋
白質からなり、それらをコードする遺伝子は
対を成してゲノム上に存在する。A 群レンサ
球菌のゲノム解析によって、最初にゲノム情
報が明らかになった SF370 株では 13 種類の
二成分制御系の存在が示唆された。これまで
個々の二成分制御系、特にレギュレーター蛋
白質の解析は精力的に解析されている。しか
しセンサー蛋白質がどのような外界の情報
を感知するかなど、センサー蛋白質の解析は
あまり進んでいない。 
 
（２）外界からのストレスには先にあげた抗
生物質を含む抗菌物質ストレス、pH 変化、酸
化ストレス、温度ストレスなど様々なものが
ある。酸に対する対応は宿主の食細胞中での
影響や、Manetti らの報告によれば糖代謝の
結果として生じる酸が、線毛やバイオフィル
ム形成に関連していることが明らかにされ
ている。我々はすべての二成分制御系のセン
サー蛋白質をノックアウトした株を樹立し、
酸に対する影響を検討した。この実験で採用
した解析方法では Spy1622 センサー蛋白質
(YvqE)が酸に対する抵抗性に関与し、かつ病
原性にも関与することが明らかになった。一
方 Spy1622 とホモログである蛋白質は A群レ
ンサ球菌以外のグラム陽性菌にも存在する。

Mascher らは枯草菌におけるホモログを
LiaS と呼び、細胞壁ストレス応答に関与する
と報告している。同じく黄色ブドウ球菌にお
けるホモログの VraS は、薬剤耐性に関与す
る報告がある。一方 LiaS は S. mutans にお
いて研究が進んでおり、酸に対する耐性に関
与している。しかし S. mutans における研究
から酸の感知に関しては、LiaS 以外のセンサ
ー蛋白質、VicK, CiaH も関与し、LiaS との
関連が示唆されている。これらの VicK, CiaH
ホモログは A 群レンサ球菌においても、
Spy529, Spy1236 として存在しており、我々
はすでにそれらの関与の可能性を示唆する
データを得ていた。また A 群レンサ球菌の
CovS センサー蛋白質も酸耐性に関与すると
いう報告がある。このように菌が外界環境を
感知する機構は複雑に絡みあっており、単一
のセンサー蛋白質を解析しても、どのような
外界の刺激を感知しているかを明らかにす
ることは困難である可能性がある。一方この
CovS の変異が病原性に深く関与しているこ
とも明らかになっている。CovS 以外のセンサ
ー蛋白質についてもゲノム株SF370などの非
劇症株と、劇症型感染症由来株ではアミノ酸
の変異が認められるものもあり、これらの変
異が病態と関連している可能性がある。以上
よりセンサー蛋白質のネットワークの解明
が菌の宿主への適応性、更には病原性との関
連を明らかにすることにつながると考えら
れた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、複数存在する二成分制御系セン
サー蛋白質が、いかなる感知機構ネットワー
クを形成し、機能するかを明らかにすること
を目的とした。特に外界からのストレスの中
で Spy1622 が関与する酸のほか、抗生物質ス
トレス、酸化ストレスなど、宿主の細菌に対
する防御機構に深く関与する因子に対して A
群レンサ球菌がどのように、センサー蛋白質
を統合して対応しているかを明らかにする
こと、さらに in vivo, in vitro における二
成分制御系の病原性への関与を明らかにす
ることを試みた。そのために以下に挙げる項
目を具体的に解明することを目的とした。 
 
（１）複数の咽頭炎由来臨床分離株と、劇症
型レンサ球菌株においてセンサー蛋白質を
コードする遺伝子変異の有無。更にその変異
が病原性にもたらす影響の解明 
（２）種々の培養条件下での酸を感知する二
成分制御系センサー蛋白質の同定 
（３）酸化ストレスを感知する二成分制御系
センサー蛋白質の同定 
（４）酸、酸化ストレスを感知するとともに
その結果として生じるバイオフィルムを始
めとする蛋白質発現への関与の検討 
（５）単一患者の異なる組織からの分離菌が
得られれば、それらにおける二成分制御系の
相違、機能的な意義の解明 



３．研究の方法 
（１）劇症型、咽頭炎由来 A群レンサ球菌の
二成分制御因子をコードする遺伝子の塩基
配列の比較 
① A 群レンサ球菌の M1 タイプのゲノム株
SF370 において、二成分制御因子をコードす
る遺伝子群が 13 存在する。近年分離された
複数の劇症型株、咽頭炎由来株に関して、二
成分制御系のレギュレーター蛋白質、センサ
ー蛋白質をコードする領域をPCRによって増
幅し、塩基配列を決定した。 
②  ① から二成分制御系と隣接した
restriction modification system をコード
する領域を欠損した領域が見出されたこと
より、このタイプの欠損の有無をすべての菌
において調べるとともに、欠損株においては
電気ショック法によるトランスフォーメー
ション効率の検討を行った。 
③ 劇症型感染症患者由来株のうち、2か所以
上の組織から菌が分離された場合はそれぞ
れの菌の遺伝子解析を行い、感染症進展にお
ける二成分制御系因子の関与を検討した。 
④ 一人の患者から分離された複数の臨床分
離株より、covS 配列の違いが見出されたこと
より、それぞれの株が産生する培養上清蛋白
質の解析をSDS-PAGEを用いて行うとともに、
covS 遺伝子の導入実験を行い、covS の機能
解析を行った。 
⑤ 複数の分離株のemmタイピングを行うと
同時に MLST 解析を行い、起源が同じである
ことを実証した。  
 
（２）5%CO2存在下での酸性条件を感知するセ
ンサー蛋白質の同定 
① 我々がこれまでに樹立した 1529 由来 13
種類のセンサー蛋白質ノックアウト株を用
いて、5%CO2 存在下での酸性条件下(pH 6.0)
で菌を培養し、一定時間後生存している菌数
をプレート培養によって測定し、関与するセ
ンサー蛋白質を同定した。ノックアウト株に
遺伝子を相補した株も樹立し、遺伝子の特異
性を確認した。またこの現象が 1529 株特異
的ではないことを否定するため、MDYK,MDN と
いう別の劇症型患者由来株で同じセンサー
蛋白質ノックアウト株を樹立し、確認を行っ
た。 
② ①で見出されたセンサー蛋白質の特徴の
文献的検討から酸化ストレスを感知するセ
ンサー蛋白質である可能性が見出されたの
で H2O2存在下で培養し、酸化ストレスを感知
するか否かを検討した。 
 
（３）酸性条件下でのバイオフィルム産生の
解析 
解析する菌を 96 穴プレートで培養し、一定
時間後クリスタルバイオレットで染色、エタ
ノールで溶出し吸光度を測定した。 
 
４．研究成果 
（１）2010 年以降に分離された emm1 タイプ

の劇症型感染症臨床分離株において、すべて
のセンサー蛋白質の塩基配列の決定を試み
た。その過程において、Spy1910 センサー蛋
白質が欠損している株の存在を見出した。欠
損部位の詳細な解析によって近接する
restriction modification system をコード
する領域も欠損していることが明らかとな
った。この領域の欠損している株は emm1 株
に限られるものの、2010 年以降の分離株では
57％に、劇症型株に限れば 71%に欠損が認め
られた。Spy1910 センサー蛋白質欠損の意義
は 不 明 で あ っ た が 、 restriction 
modification system の欠損は外来遺伝子の
取り込みが容易であることがトランスフォ
ーメーション実験により明らかとなり、新た
な病原因子獲得に有利に働く可能性が示唆
された。 
 
（２）複数の組織から菌が分離された劇症型
感染症患者 2人の解析を行った。一人はすべ
てが emm1 タイプ、もう一人はすべてが emm89
タイプの菌であった。emm1 タイプの菌の解析
では分離組織で菌に顕著な差は認められな
かった。もう一人の emm89 タイプの場合、血
液、髄液、関節液、咽頭、痰から分離された
5 種類の臨床分離株のセンサー蛋白質の塩基
配列を解析した。MLST 解析によって起源は同
じ菌であると考えられた。血液、髄液、関節
液という本来の無菌部位から分離された菌
の二成分制御系センサー蛋白質 covS には咽
頭、痰から分離された菌の covS とはアミノ
酸変異を伴う、1 か所の塩基配列の違いが存
在していた。この違いによって、産生する蛋
白質の変化も認められた。A 群レンサ球菌が
無菌部位へ侵入する際に、CovS が大きな役割
を果たしていることが確認された。CovS の意
義を G群レンサ球菌においても検証し、この
領域には遺伝的な多様性が存在すること、一
部の菌ではトランスポゾンの挿入により機
能破壊が起こっているものも存在し、種々の
レンサ球菌における重要性も示唆された。 
 
（３）大気中の培養では酸に対して
YvqE(Spy1622) センサー蛋白質の関与を従
来示していた。異なる環境下として、5% CO2
存在下での酸に対する影響を検討した。我々
が樹立していたすべての二成分制御系セン
サー蛋白質ノックアウト株の解析によって、
CiaH(Spy1236) センサー蛋白質が関与して
いることを見出した。またこの CiaH は酸化
ストレスにも関与していることが明らかと
なった。 
 
（４）酸を感知することが示唆されている
Spy1622 は酸性条件下でバイオフィルム産生
に関与していることが示唆された。またこの
バイオフィルム産生には別のセンサー蛋白
質Spy1588の関連していることが示唆された。 
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