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研究成果の概要（和文）：A群レンサ球菌は病原性に寄与する分泌タンパク質を数多く有するが、感染ステージ（細胞
への付着/侵入/細胞内生存）ごとのそれらの機能は不明な点が多い。本研究では、宿主細胞において本菌の病原性に関
与する新規分泌タンパク質候補として42 kDa proteinを同定した。42 kDa proteinは本菌の細胞付着・侵入能を制御す
るだけでなく、オートファジーの誘導や細胞障害活性の制御することが示唆されたことから、異なる感染ステージごと
の本菌の感染動態を明らかにする上で重要な手がかりとなると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Group A Streptococcus (GAS) possesses a number of secreted proteins, but their 
precise roles at different infection stages including host cell adhesion, invasion and intracellular 
survival are largely unknown. Here, we identified 42 kDa protein as a novel candidate secreted protein of 
GAS regulating bacterial cell adhesion/invasion, autophagy and cytotoxicity. Our results suggests that 42 
kDa protein is an Important clue in evaluating the infection status of GAS in host cells at different 
stages of infection.

研究分野：医歯薬学

キーワード： 分泌タンパク質　42 kDa protein　A群レンサ球菌
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１．研究開始当初の背景 
	 A群レンサ球菌（Group A streptococcus; 
GAS）は重要なヒト病原細菌の一つである。
急性感染症として咽頭炎、扁桃炎、猩紅熱、
劇症型 A群レンサ球菌感染症、続発症として
急性リウマチ熱、急性糸球体腎炎などを引き
おこす。このような GAS 感染による多彩な
病態の成立には、本菌の有する分泌タンパク
質が関与していると考えられている。GASの
培養液中には少なくとも 16 種類のタンパク
質が含まれていることが報告され、これまで
の研究からその多くは機能が推定されてい
る。例えば、ストレプトリジン S（SLS）は
酸素存在化でも安定的な膜結合型の溶血毒
で、主として接触依存性に宿主細胞を傷害す
る。ストレプトキナーゼは、血中のプラスミ
ノーゲンと複合体を形成することで線維素
溶解系を活性化し、血液凝固を阻止する。タ
ンパク分解酵素としては、膜結合型システイ
ンプロテアーゼである SpeB、C5a や C3 等
の補体を分解する C5a ペプチダーゼや C3 
プロテアーゼ、好中球の感染局所への浸潤を
誘導するインターロイキン-8（IL-8）の分解
酵素である ScpC が挙げられる。さらに、
SpeA、SpeC、SpeG、SpeH、SpeI、SpeJ、
SpeK、SpeL、SpeM、SSA といった一連の
スーパー抗原は T 細胞活性化因子として知
られている。しかし、これらの既知の分泌タ
ンパクだけでは、本菌の有する多彩な病原性
を説明することはできない。 
	 グラム陰性菌の病原性細菌はⅢ型分泌装
置あるいは IV 型分泌装置と呼ばれる分泌機
構を有している。分泌装置先端からは宿主細
胞膜に孔をあける孔形成因子が分泌され、開
けられた孔を通って宿主細胞へと直接タン
パク質を分泌する性質をもつ。宿主細胞に直
接移行し、宿主の生理活性に影響を与えるタ
ンパク質はエフェクターと呼ばれている。一
方、グラム陽性菌である GAS はこれらの分
泌機構を持たず、細胞膜から菌体表面にかけ
て局在するマイクロドメイン内の Sec膜透過
装置、あるいは ABC トランスポーターを用
いてタンパク質を分泌していると考えられ
ている。また、GAS は、III 型分泌装置の機
能的なアナログとして、cytolysin-mediated 
tanslocation（CMT）と呼ばれる機構を介し
て宿主細胞内に分泌タンパク質を移行する。
コレステロール結合性の分泌型溶血毒素で
あるストレプトリジン O（SLO）は、宿主細
胞膜表面に孔を形成し、Ngaを細胞質に到達
させ細胞傷害活性を増大させることが報告
されているが、その他の分泌タンパクが
CMT を介するのかどうかについても明らか
とされていない。 
 
２．研究の目的 
	 これまで推定された本菌の分泌タンパク
質の機能は、主にマクロファージや好中球等
の貪食系の免疫担当細胞に対するものであ
る。一連の貪食細胞による免疫系を回避する

ため、GASは上皮細胞に侵入することが知ら
れている。現在までに、上皮細胞感染後の各
感染ステージ（宿主細胞への本菌の付着、侵
入、細胞内での生存）において、本菌の分泌
タンパク質がどのような役割を担っている
のか、そして宿主に対してどのような影響を
与えているのか、その詳細を記した知見は少
ない。すなわち、既知分泌タンパク質の一過
的な活性のみから、本菌の病原性（多彩な臨
床像）を説明することは困難といえる。そこ
で本研究では、既知の分泌タンパク質以外で
GAS の感染動態を制御する新規エフェクタ
ー様分泌タンパク質の同定を試みた。 
 
３．研究の方法 
（1）分泌候補タンパク質の推定	
	 分泌タンパク質の多くは、N末端に 20 塩基
ほどのシグナル配列を有している。シグナル
配列の認識によって小胞体へと移行された
分泌タンパク質は、その後シグナル配列部位
で切断され、シグナル配列下流の成熟部位が
膜を透過して分泌される。GAS	SSI-1 株およ
び JRS4 株の全遺伝子配列から、SignalP を用
いてシグナル配列を有するタンパク質を検
索した。次に得られた候補タンパク質の局在
場所を TargetP により予測した。局在が細胞
外であることが予測されたタンパク質を遺
伝子欠損の最終候補とした。	
	 	
（2）遺伝子欠損株の作製	
GAS	JRS4 株ならびに遺伝子欠損株は、0.2%	
Yeast	 extract を含む Todd-Hewitt 培地	
(THY)で培養した。GAS	JRS4 のゲノム DNA よ
り、欠損させる標的遺伝子の上流・下流800	bp
を PCR によって増幅した。Gibson	Assembly
（New	England	Biolabs）によって、これら
を SmalⅠ処理済み pSET4s ベクターへ組み込
み、遺伝子欠損用のベクターとした。エレク
トロポーレーション法によって遺伝子欠損
ベクターを JRS4 株に形質転換した。pSET4s
は温度感受性ベクターであるため、形質転換
後の培養温度を変化させることで遺伝子欠
損株を作製した。形質転換した菌を、100	μ
g/mlスペクチノマイシンを含むTHY寒天培地
において 28℃で培養した。出現したコロニー
の培養温度を 28℃から 37℃に上昇させるこ
とで菌体染色体内にベクター全体が組み込
まれたシングルクロスオーバーの変異体を
得た。次に、28℃、抗生物質を含まない培地
内で得られた変異体を数回継代した後、もう
一度 37℃で培養することで、ゲノム DNA 上で
の相同組換えを誘導した。温度感受性ベクタ
ーの抜け落ちた（抗生物質への耐性は失う）
ダブルクロスオーバーの変異体を遺伝子欠
損株とした。	
	
（3）菌の増殖速度、CFU の測定	
一晩前培養した菌液から 1/100 量を THY 液体
培地に植菌し、OD600の値を 30 分ごとに 8 時
間測定した。OD600の値が 0.4、0.6、0.8、1.0



 

 

の時に適宜段階希釈した菌液を THY 寒天培地
に塗抹し、得られたコロニーの数から Colony	
forming	unit（CFU）を算出した。	
	
（4）細胞の培養と GAS の感染	
HeLa 細胞は、10%	fetal	bovine	serum（FBS）
および 50	μg/ml ゲンタマイシンを含む
Dulbecco’s	 modified	 Eagle’s	 medium	
(DMEM)で継代培養した。感染には対数増殖旗
（OD600 が 0.6-0.8）の菌を用い、24	well あ
るいは 96	well プレート内で培養した HeLa
細胞に multiplicity	of	infection（MOI）100
で GAS を加えた。感染 1 時間後、PBS で細胞
を洗浄し、細胞外の菌を殺菌するため、100	
μg/ml ゲンタマイシン、100	unit/ml ペニシ
リンを含む DMEM 培地に交換した。	
	
（5）細胞侵入率の測定	
24	well プレート内で 4	x104	cells/well と
なるように培養した HeLa 細胞に JRS4 株ある
いは遺伝子欠損株を MOI	100 で感染させた。
各感染時間で、細胞を滅菌超純水で回収し、
浸透圧によって細胞を破壊し、これを PBS で
適宜段階希釈後、THY 寒天培地に塗布した。
37℃で 1 晩培養し、出現したコロニー数から
生存菌数を算出した。感染１時間後に回収さ
れた菌数を感染量で割ったものを細胞付着
率とした。また、2時間後に回収された菌数、
およびそれ以降で回収された菌数を 1時間後
に回収された菌数で割ったものを、それぞれ
細胞内侵入率、細胞内生存率とした。	
	
（6）共焦点レーザー顕微鏡による観察	
24	well プレート内のカバーグラス上で 4	
x104	cells/well となるよう培養した HeLa 細
胞に MOI100 で菌を感染させた。各感染時間
で、カバーグラスを 4%パラホルムアルデヒド	
(PFA)-PBS で 30 分間固定した。その後 0.1%	
TritonX-100-PBS での膜透過処理を 10 分間、
propidium	iodide（PI）あるいは DAPI での
菌と細胞核の染色を 40 分間行った。	
	
（7）オートファゴソーム、オートリソソー
ム形成率	 	 	 	
24	well プレート内のカバーグラス上で 4	
x104	cells/well となるように培養した HeLa	
LC3-GFP 細胞に MOI100 で菌を感染させた。各
感染時間で固定、膜の透過処理を行い、ブロ
ッキング液（2.5%ヤギ血清、2.5%ロバ血清、
3%スキムミルク、0.1%ゼラチン、を含む PBS)
を加えて室温で 1 時間インキュベートした。
次に、ブロッキング液で 100 倍希釈した抗
LAMP-1 マウス抗体で、4℃一晩反応させた。
翌日、ブロッキング液で 400 倍希釈した
AlexaFluor	647 抗マウス抗体で、室温 2時間
反応させた。得られたサンプルを PI あるい
は DAPI で染色し、共焦点レーザー顕微鏡で
観察した。オートファゴソーム形成率は、
『GAS 細胞における LC3 陽性（オートファゴ
ソーム形成）細胞の割合』で表した。オート

リソソーム形成率は、『全オートファゴソー
ム形成細胞における LAMP1（リソソーム）陽
性細胞の割合』で表した。オートファゴソー
ムの面積は ImageJ によって測定した。	
	
（8）細胞傷害性試験	
96	well プレート内で 0.5-1	x104	cells/well
となるように培養した HeLa 細胞に MOI	100
で菌を感染させた。感染 2、4、6 時間後の培
養上清中の乳酸デヒドロゲナーゼ（LDH）量
を LDH	cytotoxicity	detection	Kit により
測定した。1%	TritonX-100 で処理により細胞
が放出する LDH 量を最大 LDH 放出量(細胞傷
害性 100%)、培地のみの状態で検出される LDH
量を最低 LDH 放出量（細胞傷害性 0%、バック
グラウンド）として細胞傷害性を求めた。	
	
４．研究成果	
（1）GAS 分泌タンパク質の遺伝子欠損株作製	
SignalP を用いて、GAS	JRS4 株および SSI-1
株の全遺伝子配列から、シグナル配列を有す
るタンパク質候補を複数選定した。このうち、
タンパク質の局在予測ツール TargetP おいて、
細胞外での局在が予測される 15 つのタンパ
ク質を選定した。この中から、特に signalP
でのシグナル予測値が高い 6つのタンパク質
を選定し、これらの遺伝子欠損株を作製した
（表 1）。また、分泌タンパク質の陽性コント
ロールとして、nga および slo の欠損株を作
製した。	

表 1.	分泌候補タンパク質と欠損株	

SignalP、TargetP で選定した分泌タンパク質

候補。赤文字で示す遺伝子の欠損菌株を作製

した。		

	
（2）遺伝子欠損株の培地中での増殖能	
	 	 増殖速度（時間経過に伴う培養液の濁度
[OD600]の増加）は遺伝子欠損株間で異なり（図
1A）、ngaおよび slo欠損株の増殖速度は親株
である JRS4 株より速く、5-nucreotidase（遺
伝子番号：Spy0678）欠損株の増殖速度は親
株より遅かった。comYC（Spy0095）、prgA
（Spy0224）、および isp.2（Spy1501）、42	kDa	
protein（Spy0384）欠損株の増殖速度は親株



 

 

とほとんど変わらなかった）。一方で、ほと
んどの遺伝子欠損株において、対数増殖期
（OD600が 0.6-1.0）の CFU が親株より減少し
た（図 1B）。	

	
（3）遺伝子欠損株の宿主細胞への付着、侵
入率および細胞内生存率	
	 本菌の感染プロセスである宿主細胞への
付着、侵入、細胞内生存の各感染ステージに
おいて分泌タンパク質候補の役割を調べる
ため、HeLa 細胞において遺伝子欠損株の付
着・侵入・生存率を測定した。6 つの遺伝子
欠損株のうち、5つの遺伝子欠損株の付着率、
侵入率、細胞内生存率は親株である JRS4 株
のものと同等であった（図 2）。一方で、42	kDa	
protein（Spy0384）欠損株の細胞付着率は
JRS4 株（1.27±0.14%）と比べ、6.40±0.17%
と増加した（図 2A）。また、細胞侵入率（26.99
±3.07%）および細胞内生存率（21.35±
1.79%）も JRS4 株のもの（侵入率	[8.42±
1.36%]、生存率	[1.51±0.03%]）と比べて増
加した（図 2B,	C）。以上より、42	kDa	protein
は本菌の過剰な細胞付着と侵入、およびこれ
に伴う細胞内での増殖を抑制していること
が示唆された。	

	

（4）42	kDa	protein 欠損株に対するオート
ファジー誘導能	 	

	 オートファジーは細胞内に侵入した細菌
を分解・排除する免疫機構として機能する。
エンドサイトーシスによって細胞内に侵入
した GAS は、SLO によってエンドソーム膜を
破壊し細胞質へと移行するが、オートファゴ
ソームと呼ばれる二重膜によって取り囲ま
れたのち、オートファゴソームとリソソーム
の融合によって生じたオートリソソームに
よって効率的に分解・排除される）。次に、
細胞への付着、侵入率ならびに細胞内生存率
の著しい増加の認められた 42	kDa	protein
欠損株に対するオートファジーの誘導能を
評価した。エンドソーム膜を破壊できず、そ
の内部に貯留する slo欠損株の感染細胞では、
オートファゴソームの形成はほぼ認められ
なかった（図 3）。42	kDa	protein 欠損細胞
に対するオートファゴソーム形成率（24.97
±0.87%）は、親株である JRS4 のもの（43.20
±2.79%）より顕著に減少した。	
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	  形成されるオートファゴソームの面積は、
JRS4 株と比較して感染 4時間後で 2 倍、6 時
間後で４倍の大きさとなった。(図 4)。一方
で、オートリソソーム形成率（オートファゴ
ソームとリソソームの共局在率）は、42	kDa	
protein 欠損株感染時には 74.63±4.98%であ
り、JRS4 株感染時（71.79±3.63%）と同様で
あった（図 5）。これらの結果から、42	kDa	
protein は、オートファゴソームとリソソー
ムの融合過程には関与せず、細胞質内の菌へ
の効率的なオートファゴソームのリクルー
トに関連していることが示唆された。また、
オートファゴソームの成熟にも何らかしら
の影響を与えていることが考えられた。	
	
（5）42	kDa	protein 欠損株の細胞障害性	
	 42	kDa	protein の細胞死に対する影響を評
価するために、損傷した細胞から放出される
LDH の量を指標に宿主細胞の障害活性を測定
した。JRS4 株感染細胞では、感染 2時間に比
べて感染 4時間後で 3倍程度の細胞障害活性
見られ、この活性は感染 6時間後も継続的に
観察された（図	6A）。一方、42	kDa	protein
欠損株においても感染時間に伴って細胞障
害活性が見られたが、活性の強度は JRS4 株
の 70%程度であった（図	 6A）。また、オート
ファジー形成不全細胞である atg5-/-	HeLa 細
胞においては、JRS4 株、42	kDa	protein 欠
損株、両株の感染による細胞障害活性は減弱
したが、減弱の割合は両株間で変わらなかっ
た（図	6B）。過剰なオートファジー誘導は
autophagic	cell	death とよばれる細胞死を
誘導することが報告されているが、42	kDa	
protein はこのオートファジー型細胞死の誘
導には影響せず、宿主細胞においていわゆる
アポトーシスの誘導に関連することが示唆
された。	
	
（6）研究全体への考察と展望	
	 本研究では、新規の分泌候補タンパク質と
して選定された 42	kDa	protein が、宿主細
胞への GAS の過剰な付着、侵入を抑制すると
ともに、宿主細胞内でのオートファゴソーム
の形成および細胞死の誘導に関連している
ことを明らかとした。	
	 42	kDa	protein のような、欠損によって細
胞への付着・侵入能の上昇が認められる菌体
遺伝子としては hasA が挙げられる。hasA は
ヒアルロン酸莢膜合成オペロンの一員で、ヒ
アルロン酸合成酵素をコードしている。ヒア
ルロン酸莢膜は菌体表層分子をマスクする
ことで菌の細胞への付着・侵入を抑制するこ
とも報告されている。このため、hasA欠損株
では有意な細胞付着・侵入能の上昇が観察さ
れる。42	kDa	protein は LysM ドメインと呼
ばれる細胞壁内のペプチドグリカンに結合
するための特徴的な構造を有している（22）。
LysM ドメインは細菌の付着因子にも高頻度
に存在する。このことから、42	kDa	protein
は LysM ドメインを介して他の表層分子と相

互作用し、hasAで見られるのと同様に、これ
らの分子の機能を阻害することで、菌の細胞
への付着・侵入を抑制していると考えられる。	
	 42	kDa	protein 欠損株の感染細胞ではオー
トファゴソームのリクルートが阻害された。
GAS 感染細胞におけるオートファジーの誘導
には細胞質での菌体認識が重要であり、Nod	
like	receptors（NLRs）に代表される細胞内
レセプターがこの役割を担う。NLRs は菌体の
ペプチドグリカンの構成成分を認識するこ
とで機能する。このことから、42	kDa	protein
の欠損によってペプチドグリカンの構成が
変化し、細胞内レセプターの菌体認識が一時
的に阻害されたことで、オートファゴソーム
の形成が遅延したのではないかと考えられ
る。また、42	kDa	protein 欠損株感染細胞内
では親株感染時よりも大きなオートファゴ
ソームが観察された。GAS に対するオートフ
ァゴソームは互いに homotypic	fusion（同型
融合）して大きくなることから、42	kDa	
protein はこの融合を阻害している可能性が
示唆される。あるいは欠損株はオートファゴ
ソーム内での増殖する能力を有しているこ
とも考えられる。加えて、42	kDa	protein 欠
損株の感染 4時間後の細胞内生菌数が有意に
高いことを考慮すると、42	kDa	protein はオ
ートファジーの誘導と成熟を制御すること
で菌の細胞内生存に関わっていることが推
察される。	
	 42	kDa	protein 欠損株の感染細胞では細胞
障害活性の減少が見られた。当初は、オート
ファジーの誘導阻害に伴って、オートファジ
ー型細胞死（autophagic	cell	death）が減
少したためであると考えたが、オートファジ
ー不全細胞では親株感染時と同様に 42	kDa	
protein 欠損株感染時にも細胞障害活性は減
少した。このことから、欠損株の感染では宿
主細胞のいわゆるアポトーシスが抑制され
ていることが示唆される。GAS 感染による細
胞死は、本菌の細胞侵入が引き金となって誘
導され、ミトコンドリアの機能異常と活性酸
素種の増加が認められる。このため、今後は
42	kDa	protein 欠損株感染時のミトコンドリ
アの膜電位や活性酸素量を解析することで、
本欠損株による細胞死抑制機構を明らかに
する必要がある。	
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