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研究成果の概要（和文）：A群レンサ球菌は、咽頭炎等ありふれた病気から劇症型溶血性レンサ球菌感染症(STSS)のよ
うな重篤な病気を引き起こす。以前の研究で、STSS患者分離株は病原遺伝子を負に制御しているCsrS/CsrRやRggに高頻
度で変異が存在することを明らかにした。本研究でこれら以外にどのような変異があるか調べた結果、新たに病原性遺
伝子の発現を上昇させる変異(sic遺伝子のプロモーター変異)を見出した。この変異株はマウスへの致死性を上昇させ
、この変異はSTSS患者分離株の方が咽頭由来株より有意にみられることが判明した。以上の結果から、sicプロモータ
ーの変異はSTSSの病原性に重要な役割を持つことが考えられた。

研究成果の概要（英文）：Streptococcus pyogenes (group A Streptococcus; GAS) is a widespread human 
pathogen and causes streptococcal toxic shock syndrome (STSS). STSS isolates have been previously shown 
to have high frequency mutations in the csrS/csrR (covS/covR) and/or rgg (ropB) genes, which are negative 
regulators of virulence. However, these mutations were found at low frequencies in emm1-genotyped 
isolates, the most prevalent STSS genotype. We sought to detect causal mutations of enhanced virulence in 
emm1 isolates lacking mutation(s) in the csrS/csrR and rgg genes. Two mutations associated with elevated 
virulence were found in the sic (a virulence gene) promoter and the csrR promoter. In vivo contribution 
of the sic promoter to pathogenicity and lethality was confirmed in a GAS mouse model. Frequency of the 
sic promoter mutation was significantly higher in STSS emm1 isolates than in non-invasive STSS isolates. 
Thus, this mutation plays a key role in the dynamics of virulence and STSS pathogenesis.

研究分野：細菌学
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１．研究開始当初の背景 
劇症型溶血性レンサ球菌感染症(STSS)は、発
病からの病状の進行が急激かつ劇的で、いっ
たん発病すると数十時間以内には壊死性筋
膜炎、ショック症状、急性腎不全、ARDS、
DIC、多臓器不全などを起こし、死に至る可
能性が高いことが知られている｡この STSS
は、1987 年に米国で最初に報告され、その
後ヨーロッパやアジアからも報告されてい
る｡日本における最初の典型的な症例は 1992
年に報告されており、年間 100人を超える患
者が確認されている。そして、このうち約
30-50%が死亡しており、きわめて致死率の高
い感染症である。この感染症を引き起こす主
な原因菌は、咽頭炎や猩紅熱などを引き起こ
すＡ群レンサ球菌(Streptococcus pyogenes)
である｡しかしながら、STSSを引き起こした
S. pyogenes と咽頭炎などを引き起こした分
離株との違いは、明らかでなかった。 
S. pyogenesは、抗原性の違いから 100以上
もの emm型に分類される。この中で､STSS
は、主として emm1 や  emm3 型の S. 
pyogenes によって引き起こされることが日
本ばかりでなく、世界中で報告されている(文
献 2-5)。日本においては、その後、emm3型
株による STSSは減少し、現在、emm1型が
全体の 40-60%を占めている（文献 2, 6）。 
我々は、日本で分離された STSS患者分離株
(STSS 株)と咽頭炎等を引き起こした非侵襲
性感染症分離株(non-invasive株, NI株)を比
較した結果、STSS 株において制御因子をコ
ードする csrR/csrS 遺伝子、rgg 遺伝子に有
意に変異があることを明らかにした（文献 1）。
これらの変異は、STSS 株の 57.3%を占めて
いた。しかしながら、emm3型では、約 85%
の STSS株で変異がみられたが、最も分離比
率の高い emm1 型株では、約 39%の株でし
か変異がみられなかった（図１）。このこと
から、emm1 型株において、csrS/csrR 遺伝
子や rgg遺伝子以外に病原性を上昇させてい
るものがあることが考えられた。 
２．研究の目的 
本研究では、STSS株において、csrR/csrS遺
伝子や rgg遺伝子以外にどのような遺伝子に
変異があり、この変異により毒素の発現にど
のような影響を与えているかを明らかにし、
STSS にどのような毒素が関与し、病態にど
のように影響を与えているか解明すること
を目的とする。 
３．研究の方法 
 １．生物材料と培養方法 
劇症型溶血性レンサ球菌感染症患者分離株
は、国立感染症研究所と地方衛生研究所から
なる衛生微生物技術協議会レファレンスセ
ンターシステムに集められた株を用いた。劇
症型溶血性レンサ球菌感染症の診断基準は、
Working Group on Severe Streptococcal 
Infections (1993) Defining the group A 
streptococcal toxic shock syndrome. JAMA 
269:390–391.に従った。Ａ群レンサ球菌の生

育には、固形培地としてコロンビア５％羊血
液寒天培地（Becton Dickinson）、液体培地
としてTodd Hewitt Broth（Becton Dickinson）
を用いた。スペクチノマイシンは、Sigma よ
り購入し、50μg/ml の濃度で使用した。 
２．ゲノム DNA の調製 
血液寒天培地に塗末した菌株を TE (pH8.0)
に懸だく後、mutanolysin (Sigma)を添加し、
３７℃で１時間処理した後、DNA 精製キット
を用いて精製した。 
３．塩基配列の決定 
Applied Biosystems 3130xl Genetic 
Analyzer を用いて、塩基配列を決定した。 
４．emm 遺伝子型別 
CDC のホームページの方法に従い、primer 1
（TATT（C/G）GCTTAGAAAATTAA）、primer 2
（GCAAGTTCTTCAGCTTGTTT）を用いて、PCR に
より増幅する。PCR 産物を High Pure PCR 
Product purification kit (Roche)で精製し、
emm seq2 (TATTCGCTTAGAAAATTAAAAACAGG)プ
ライマーを用いて塩基配列を決定した。決定
した塩基配列を Blast-emm 検索サイト
（ http://www.cdc.gov/ncidod/biotech/str
ep/strepblast.htm）に入力し、emm 遺伝子型
を決定した。 
 
４．研究成果 
①遺伝子発現の上昇 
csrR/csrS 遺伝子や rgg 遺伝子に変異がみら
れなかった emm1 型の STSS 株 44 株と非侵襲
性感染分離株３株から RNA を抽出し、5 つの
証言因子をコードする遺伝子に対する定量
RT-PCR を行った。その結果、2種類の発現パ
ターンがあることが判明した。 
②csrS/csrR プロモーターの変異 
これら発現が上昇した株について csrR/csrS
遺伝子やrgg遺伝子のプロモーター領域の塩
基配列を決定した結果、2 株において
csrS/csrR 遺伝子のプロモーターに変異があ
ることが判明した。 
③sic プロモーターの変異 
6 株においては、sic 遺伝子のみ発現が上昇
していた。そこで sic 遺伝子のプロモーター
領域の塩基配列を決定した結果、6-bp の挿入
配列がみられ、発現を調べた結果、この挿入
によりsic遺伝子の発現が上昇したことが判
明した。Sic 遺伝子は emm1 型に特異的にみら
れることから、emm1 型の sic 遺伝子のプロモ
ーターの塩基配列を調べた結果、全部で 10
株において同じ位置に同じ配列の挿入配列
が見られた。一方、非侵襲性感染分離株にお
いては、このようなプロモーターの変異は見
られなかった。Sic 遺伝子の変異は劇症型溶
血性レンサ球菌感染症患者分離株において
特異的にみられることが判明した。 
④マウスモデルにおけるsicプロモーター変
異の影響 
非侵襲性感染分離株のsicプロモーターの変
異株を作製し、マウスの腹腔内に菌を接種し、
生存曲線を作製した。その結果、sic プロモ



ーター変異株は、変異のない株に比べて、有
意に致死性が上昇することが判明した。 
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