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研究成果の概要（和文）：ヒト病原体である化膿レンサ球菌は咽頭や皮膚へ局所性の化膿疾患を起こすだけでな
く，侵襲性疾患を惹起する．病態発症過程において，本菌は様々な環境因子と宿主因子を感知し，分泌タンパク
質の産生を調節する．臨床分離頻度が高い血清型の菌株を用いて，菌体外環境温度が線毛の発現に及ぼす影響に
ついて検討した結果，特定の染色体領域を有する菌株において，温度感受性の線毛発現が認められた．この発現
機構を解析したところ，環境温度に依存する転写因子の翻訳効率に起因することが明らかになった．したがっ
て，化膿レンサ球菌は菌体外の環境温度に対応し，付着因子の産生を制御することが示唆された．

研究成果の概要（英文）：The human pathogen group A Streptococcus pyogenes causes a wide variety of 
diseases, ranging from superficial purulent infections of the pharynx and skin to invasive 
infections. During the pathological process, Streptococcus pyogenes senses diverse environmental and
 host factors, and exhibits modulation of secretory proteins. We examined whether environmental 
temperature has effects on pilus expression of S. pyogenes. Experiments using clinically relevant 
serotypes revealed that strains possessing distinct genotypes of a chromosomal region showed 
temperature-dependent pilus expression, which was attributed to translation efficiency of a 
transcriptional regulator. Thus, the findings indicate that Streptococcus pyogenes responds to 
environmental temperature and modulates expression of adhesins. 

研究分野： 分子生物学

キーワード： 化膿レンサ球菌　線毛
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１．研究開始当初の背景 

 化膿レンサ球菌  (Streptococcus pyogenes) 

はヒトを宿主とし，皮膚や咽頭に膿ヶ疹や咽

頭炎などの化膿疾患を惹起する．また，壊死

性筋膜炎や多臓器不全などを伴う劇症型レ

ンサ球菌感染症を起こす場合があり，化学療

法の実施にかかわらず，致死率は約 30%を超

える．上市されているワクチンは無く，病態

発症機序の解明やワクチン開発が待ち望ま

れている．化膿レンサ球菌は血清型特異的に

様々な表層タンパク質や分泌タンパク質を

産生し，ヒト組織へ特異的に定着した後，多

岐に渡る疾患を起こすと考えられている．菌

体表層タンパク質として，化膿レンサ球菌は

線毛様構造物を産生する．線毛の生物学的・

臨床的に重要な点として，ヒト組織への付着

因子として機能し，線毛主要構成タンパクが

T 血清型を担うトリプシン耐性タンパク (T

タンパク) であることが挙げられる．血清型

別の第一選択である M タイピングと共に，T

タイピングはわが国での臨床現場において

用いられてきた．一方，線毛の詳細な発現機

構は明らかになっていない．血清型 M49 型の

菌株は，通常の培養温度である 37˚C での培

養時と比較して，低温培養時に線毛の産生を

亢進することを報告したが (Nakata M. et al., 

Infect. Immun. 77: 32-44，2009)，他の血清型

については不明であったとともに，制御機構

についても解明されていなかった． 

 

２．研究の目的 

 化膿レンサ球菌は M タンパクの抗原性あ

るいは遺伝子多型により，150 種以上に分類

される．温度依存性の線毛発現を呈する血清

型株を明らかにし，T タイピングの基礎を築

くことを目的とした．また，環境温度により

線毛の発現量を変化させる菌株を用いて，温

度感受性線毛発現機構の詳細と生物学的意

義の解明を目指した． 

 

３．研究の方法 

(1) 使用菌株 

 M1, M3, M5, M6, M12, M18, M28, M49 型の

臨床分離株を供試した．温度感受性線毛発現

機構の解析には，劇症型レンサ球菌感染症に

由来する M3 型株および皮膚疾患由来の M49

型株を用いた．培養は大気条件下で 0.2%の酵

母エキスを含む Todd Hewitt 培地にて行った．

Lactococcus lactis の培養には 0.5% グルコー

スを含む M17 培地を用いた． 

(2) 抗線毛タンパク抗血清の作製 

 線毛タンパク質の組換え体を大腸菌で発

現させ，アフィニティークロマトグラフィー

により精製した．そして，精製タンパク質を

マウスへ免疫することにより，特異的抗血清

を調製した．  

(3) 培養温度の違いによる線毛発現量への影

響 

 通常の培養温度である 37˚C と体表や上気

道の温度を反映する 25 もしくは 28˚C におい

て各菌株を一晩培養もしくは対数増殖期ま

で培養した．ムタノリジン抽出により細胞表

層画分を調製し，菌体表層での線毛発現をウ

ェスタンブロット解析により検討した．さら

に，全菌体と抗線毛タンパク抗血清を用いた

フローサイトメトリー解析により線毛産生

細胞の比率を解析した．  

(4) 転写開始部位の決定 

 5’ prime RACE 法を用いて線毛遺伝子と転

写因子の転写開始部位を決定した． 

(5) 化膿レンサ球菌変異株の作製と異種発現

系の構築 

 温度感受性ベクターを用いて抗菌薬耐性

を付与しない遺伝子欠失株を作製した．また，

Lactococcus lactis に化膿レンサ球菌の線毛遺

伝子群と転写因子を発現させ，異種線毛発現

系を構築した． 

(6) 培養上皮細胞への菌体付着能の解析 

 ヒト皮膚角化上皮細胞株である HaCaT 細

胞を用いて，各菌株について付着試験を行い，

線毛発現量と菌体付着の相関を検討した． 

(7) 線毛遺伝子と転写因子群の転写量の解析 

 対数増殖期まで培養した菌体から全 RNA

を精製し，cDNA を合成した．Northern blot

解析とリアルタイム PCR 解析により，線毛遺

伝子と転写因子群の mRNA 量を比較した． 

(8) 培養温度の違いによる転写因子の翻訳効

率の検討 

 in vitro 転写・翻訳システムを用いて，37˚C

と 25˚C における転写因子群の DNA もしくは



mRNA からの翻訳効率を検討した． 

 

４．研究成果 

 ゲノム配列が明らかになっている M1, M3, 

M5, M6, M12, M18, M28, および M49 型の臨

床分離株について，培養温度による線毛発現

の変化を検討した結果，M3, M5, M49 型の菌

株において，通常の培養温度である 37˚C で

は検出されなかった線毛の発現が低温培養

時において認められた．この現象は低温にお

ける線毛遺伝子の転写量の増加に起因した．

ヒト角化上皮細胞への菌体付着量は，菌体を

低温で培養することにより増加した．温度感

受性の線毛発現は線毛関連遺伝子群をコー

ドする染色体領域の遺伝子型に依存したこ

とから，制御因子を探索し，転写因子である

Nra を挙げた．M49 型株を親株として作製し

た nra 欠失株は低温においても線毛を産生

しなかったため，Nra は線毛遺伝子に対する

正の転写因子であることが明らかになった．

また，線毛遺伝子と nra の転写開始点は培養

温度の違いにより変化しなかった．培養温度

の変化により nra の mRNA 量に変化は認め

られなかったが，Nra タンパク質の検出量は

培養温度の低下によって増加したため，nra

転写後の翻訳過程に環境温度が影響すると

考えられた．線毛遺伝子群と nra を

Lactococcus lactis に発現させた結果，同様の

培養温度による線毛発現制御が認められた．

さらに，in vitro 転写・翻訳システムによる解

析において，nra mRNA からの翻訳は培養温

度の低下により亢進した．したがって，菌体

周囲の環境温度は nra 転写後の翻訳効率を変

化させ，付着因子である線毛の発現量と上皮

細胞への菌体付着に影響を与えることが示

唆された．これらの研究成果は，化膿レンサ

球菌感染による病態多様性を担う機構を解

明する一助となる可能性があるとともに，T

型別を決定する際の適切な培養条件の決定

と化膿レンサ球菌感染症に対する確実な診

断に繋がることが期待できる． 
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