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研究成果の概要（和文）：・ヒト咽頭口腔内常在細菌Streptococcus anginosus subsp. anginosus(SAA)は溶血
株はペプチド溶血因子streptolysin S(SLS)を産生しβ溶血性を示す。SAAが産生するSLSも細胞障害因子として
機能することを明らかにした。
・Mitis群レンサ球菌属Streptococcus pseudopneumoniae(SPpn)からリパーゼドメイン、2つのレクチンドメイ
ン、CDC部分ドメインを有すMitilectin(MLC)を見いだし解析した。MLC組換え体はリパーゼ活性やヒト由来細胞
結合性を示すが、溶血性は示さずヒト細胞への接着分子として機能した。 

研究成果の概要（英文）：・Streptococcus anginosus subsp. anginosus (SAA) was a hemolytic strain that
 produced the peptide hemolytic factor streptolysin S (SLS) and exhibited β-hemolysis. It was 
revealed that SLS functions as a cytotoxic factor.
・Mitis group Streptococcus pseudopneumoniae (SPpn) produced mitilectin (MLC).  MLC had a lipase 
domain, two lectin domains, and a CDC partial domain.  The MLC recombinant showed lipase activity 
and human-derived cell binding, but did not show hemolytic property and functioned as an adhesion 
molecule to human cells.

研究分野： 薬剤学

キーワード： 細菌感染症　細胞溶解毒素　生体膜

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これら連鎖球菌関連の病原因子について、動的構造と生物活性の相関を考慮して作用機構の解析を進めている例
は、国内外において申請者のグループ以外にはなく、溶血、血栓形成、血管炎といった細菌感染に起因する様々
な症例の発症および重篤化のメカニズムの解明と、その予防・治療法の確立に繋がると思われる。さらに本研究
は、連鎖球菌のみならず、様々な病原微生物と宿主の相互作用の進化論的研究や創薬、新医療技術の開発にも繋
がると考えられ、その学問的、社会的意義は大きいといえる。加えて、食事内容（糖類）により細胞障害毒素の
産生分泌や活性発現が制御できれば、潰瘍性大腸炎などの発症予防、治療方法の開発に繋がると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
 ヒト口腔内常在細菌であるアンギノーサス群連鎖球菌（AGS）やミチス群連鎖球菌（MGS）に
は、血液寒天培地上でβ溶血性を示す株が存在する。我々は、ヒト特異的に深部臓器に膿瘍を
形成する連鎖球菌 Streptococcus intermedius から、コレステロールと直接結合せずにヒト型 CD59
（hCD59）を受容体として細胞膜と結合して活性（クラスター形成を伴う膜孔形成）を示すヒト
特異的細胞溶解毒素インターメディリシン（ILY）を見いだし、ILY が S.intermedius のβ溶血因
子の本体であり、ヒト細胞への感染に必須であることを明らかにした。また、ILY や他の CDC
の細胞膜結合部位は、分子運動を行いながら常に標的を認識し相互作用しうる状態にあること
を報告してきた。さらに、ILY 以外の AGS 由来 β溶血性因子は長らく不明であったが、我々は
β溶血性を示す Streptococcus anginosus からβ溶血因子としてストレプトリジン S（SLS）のホ
モログを見いだしてそのコード遺伝子構造を決定し、タンデム型の sagA 遺伝子構造（sagA1 お
よび sagA2）を有すことを確認した。 
 S. anginosus の sag オペロンは、sagAs（sagA1 および sagA2）を先頭に sagB～sagI が連続して
存在し、先行研究より sagAs は細胞溶解を担う SLS ホモログの本体をコードし、sagB～sagD の
翻訳産物は sagAs 翻訳産物の分子内ヘテロ環状構造の形成などを伴う成熟化のための構造変換
を担い、sagE はリーダーペプチドの切断、sagF は自己防衛のための免疫蛋白の産生、sagG～sagI
は薬剤耐性と関連する物質輸送を担う因子をコードすると考えられた。すなわち sagAs～sagI か
ら産生される因子は互いに協調し合う包括的多機能分子グループだと考えられ、個々因子の構
造機能解析と並んで協調的相互作用の理解も重要だといえる。 
 さらに、MGS 由来の多機能分子としてヒト血小板凝集因子 Sm-hPAF がある。Sm-hPAF は小児
川崎病の発症との関連が注目されている S. mitis の一部の株が産生し、細胞溶解活性と血小板凝
集活性を有し動脈血栓形成に関与すると考えられる。Sm-hPAF は細胞溶解を担う CDC 様構造に
加えて N 末端側に推定レクチン様領域を有し、蛋白質レベルで 2 つの異なる分子が集合した構
造をとる。このことは細胞溶解能を共通の特徴に持つと考えられてきた CDC の中に血小板凝集
という別の機能を有する毒素の存在を示しており、SLS と共に連鎖球菌の病原因子が多機能性
分子集団を形成していても不思議ではない。さらに最近、Sm-hPAF と同様に N 末端追加ドメイ
ンを有する EX-CDC を見いだし、この追加ドメインを含めた構造機能解析も進めている。加え
て、細菌感染時の炎症抑制に用いられる非ステロイド性抗炎症薬（NSAID）の中で ILY の細胞障
害性を亢進させる薬剤を見いだし、治療法としての NSAID の選別も重要だと考えている。また
糖による ILY 機能の抑制についても試験データを得ており、AGS 感染症の予防や治療への糖ア
ナログの利用について検討を進めている。 
 
 
２．研究の目的 
 
 我々は、S. anginosus が産生するタンデム型 sagAs にコードされた SLS ホモログを見いだし、
その β 溶血能と感染リスクの観点から解析を進めている。この SLS ホモログをコードする sag
オペロンは SLS の構造変換および菌体外輸送を統御する複数の因子をコードしており、各翻訳
産物が分担して AGS の感染行動に関わっている。これまでに大腸菌や緑膿菌などのグラム陰性
菌では詳細な輸送担体の分子論的解析がなされており、細胞壁－細胞膜間のアダプター分子を
含む輸送系の役割分担について考察されている。一方、連鎖球菌などのグラム陽性菌では詳細な
知見は殆どない。我々はホモロジー解析の結果から、SagG はホモダイマー型の輸送担体であり、
SLS を菌体外へ分泌すると考えている。SLS が細胞障害性を発揮する際の最終イベントとして
SagG～SagI 輸送系による SLS の菌体外輸送が考えられるため、この詳細を明らかにすることは
SLS による連鎖球菌の病原性を考える上で重要である。さらに、連鎖球菌由来 CDC の細胞障害
機構も未だ完全には解明されていない。S. intermedius 由来 ILY は膜コレステロールではなくヒ
ト細胞膜の hCD59 を標的とするなど、多くの点で典型的な CDC とは異質な膜孔形成毒素であ
る。S. mitis 由来 Sm-hPAF については細胞溶解と血小板凝集という異なる活性を有し、構造的に
も CDC の基本構造の N 末端に 162 アミノ酸からなる 0D を有する。この 0D を構成するアミノ
酸は肺炎球菌のフコレクチン関連タンパク質と高い相同性を有し、Sm-hPAF が潜在的に複数の
機能を有すキメラ分子であり、多機能性感染症因子と推測される点も興味深い。これら連鎖球菌
関連の病原因子について、動的構造と生物活性の相関を考慮して作用機構の解析を進めている
例は、国内外において申請者のグループ以外にはなく、溶血、血栓形成、血管炎といった細菌感
染に起因する様々な症例の発症および重篤化のメカニズムの解明と、その予防・治療法の確立に
繋がると思われる。さらに本研究は、連鎖球菌のみならず、様々な病原微生物と宿主の相互作用
の進化論的研究や創薬、新医療技術の開発にも繋がると考えられ、その学問的、社会的意義は大
きいといえる。加えて、食事内容（糖類）により細胞障害毒素の産生分泌や活性発現が制御でき
れば、潰瘍性大腸炎などの発症予防、治療方法の開発に繋がると期待される。 



 
３．研究の方法 
 
 １）SLS 産生株において sagA～sagI 遺伝子を各々欠失させ、生育状況、SLS ホモログ産生能、
β 溶血活性、動物細胞への感染力価、薬剤耐性などを指標とし、宿主への感染時に sag オペロ
ンにコードされる個々因子が果たす役割を検証した。 
 ２）輸送担体関連遺伝子のデータベース探索から SagG~SagI が物質輸送に関わりがあり、な
かでも SagG が p-糖蛋白質と類似の高次構造を取りながらホモダイマーとして輸送担体の形状
を保つことを分子モデリングから確認しており、基質の通路に位置するアミノ酸を置換した変
異体を作製し薬剤耐性能を検証した。加えて SagG のアダプター蛋白質と推定される SagH、SagI
の機能を解析した。 
 ３）SagG~SagI 各々を組み込んだリポソームを作製し輸送対象とする基質を検証。輸送担体を
組み込んだ薬物輸送の解析系を用いることで、感染症治療薬のみならず、通常は感染症治療に用
いない薬剤の菌体からの排出強度（耐性の獲得され易さ）を予測でき、治療薬剤選択の指標とな
る。 
 ４）S. anginosus において、SLS による細胞障害活性が自己に対して発揮されないように SagF
が機能することが予測される。SagF を大腸菌などで発現させ SLS の細胞溶解活性に対する防御
効果を検証した。その際、S. pyogenes 由来 SLS の細胞障害性が S. anginosus 由来 SagF でも抑制
されるかを検討し、S. anginosus 由来 SagF の他菌種由来 SLS に対する有効性を検証した。 
 ５）EX-CDC のドメイン 1~4 は CDC 様の構造機能を有するが、追加ドメイン（EX）の機能は
不明である。そこで、EX ドメイン単体を発現させ細胞膜障害性を検証した。また CDC は膜孔
を形成し細胞溶解を引き起こす際に、ドメイン 2～3 間の大きな構造変換が必須であることから、
EX-CDC のドメイン 2～3 間に S-S 結合を導入し、構造変換を抑制した EX-CDC 変異体を作製し
EX の作用特性を検証した。 
 ６）S. pyogenes 由来 SLS、S. anginosus 由来 SagA1、SagA2 は動物種を問わずβ溶血を誘導す
ることから、SLS の受容体は動物種を問わず細胞膜に分布する分子だと考えられる。SLS および
EX-CDC について、リン脂質組成を変えたリポソーム、または CDC 受容体のコレステロールや
ILY受容体のヒト型CD59を埋め込んだリポソームへの作用を解析した。S. anginosus由来 SagA1、
SagA2 の C 末端へ FLAG タグを付加すると溶血活性が減弱する事から受容体認識に C 末端近傍
の関与も考えられ、そのような情報も考慮し検討した。 
 ７）ILY の活性が単糖存在下で抑制されることから、SLS や EX-CDC についても糖存在下での
細胞障害性を検証し、毒素産生連鎖球菌の生育、細胞溶解毒素の分泌・活性発現に及ぼす食事内
容の影響を検討した。 
 ８）細菌感染時の炎症抑制に用いる NSAID には、ILY の溶血活性を増強するものが存在する。
連鎖球菌由来毒素の膜作用を肝ミトコンドリアに対する透過性遷移誘導能を用いて解析したと
ころ、N-phenylanthranilic acid 骨格をもつ NSAID に膜作用を確認したことから、SLS や EX-CDC
の細胞障害作用に及ぼす NSAID や他薬物の効果を検証した。 
 
 
４．研究成果 
 
連鎖球菌関連因子の機能解析 
 （１） β-Hemolytic Streptococcus anginosus subsp. anginosus causes streptolysin S-dependent 
cytotoxicity to human cell culture lines in vitro. : ヒト咽頭口腔内の常在細菌である Streptococcus 
anginosus subsp. anginosus（SAA）には溶血株を示すサブグループが存在し、これらの株はペプチ
ド溶血因子である streptolysin S（SLS）を産生することによって β 溶血性を示す。この SLS に
ついては、これまでに「溶血因子ではあるが細胞障害性には寄与しない」ことが他の研究グルー
プから報告されていたが、我々は評価系の再検討を行い、遺伝子組換えの手法を用いて作製した
SLS 非産生株を用いた検討によって、SAA が産生する SLS も細胞障害因子としての機能を示す
ことを明らかにした。 
 
 （２）Molecular characteristics of an adhesion molecule containing cholesterol-dependent cytolysin-
motif produced by mitis group streptococci. : Mitis 群レンサ球菌属の Streptococcus pseudopneumoniae 
(SPpn) の病原性は不明な点が多い。本研究ではリパーゼドメイン、2 つのレクチンドメイン、そ
してコレステロール依存性細胞溶解毒素の部分ドメインを保有して多機能性が示唆される
Mitilectin (MLC) と名付けた SPpn 由来分子について、組換えタンパク質を調製して機能を検討
した。その結果、MLC 組換え体はリパーゼ活性及びレクチンドメインを介したヒト由来細胞へ
の結合性を示したが、溶血性は示さなかった。また、MLC 産生株はヒト由来細胞への結合性を
示したが、この結合性は MLC に体する抗血清存在下では減少し、さらに MLC コード遺伝子欠
失株でも同様の結果が得られた。従って、MLC はヒト由来細胞への接着分子として機能し、MLC
産生株の潜在的な病原性に重要な役割を果たしていることが示唆された。 
 
 



機能性化合物の開発 
 （１） Structure-associated Functional Control of TX-1877 Series by Glyco-conjugation. : 2-
nitroimidazole 骨格を有する TX-1877 へ糖を付加し、放射線増感能を制御することを試みた。TX-
1877 の水酸基へ、1) β-グルコース (TX-2141)、β-ガラクトース (TX-2218)、α-マンノース付加体 
(TX-2217)、2) tetra-O-acetyl β-glucose (TX-2244)、tetra-O-acetyl β-galactose (TX-2245)、tetra-O-acetyl 
α-mannose 付加体  (TX-2246)、3) N-acetyl β-galactosamine (TX-2068)、 tri-O-acetyl N-acetyl β-
galactosamine 付加体(TX-2243)を作成した。TX-2244 (ER=2.30) で高い効果を確認した。TX-2246 
(ER=1.88) でも増感能の向上がみられた。単糖付加体の最安定構造の dGW 値 (-160kJ/mol～-
180kJ/mol 近辺) と比較して、アセチル化体の dGW 値はより小さく、いずれも疎水性度の上昇が
みられた。最安定構造の dGW 値が-250kJ/mol 近辺の TX-2244 および TX-2246 が良好な放射線増
感能を示し、標的細胞との相互作用に適切な疎水性度の目処がつき、より効率的な分子設計を試
行している。 
 
 （２）Correlation between radiosensitizing activity and the stereo-structure of the TX-2036 series of 
molecules. : 2-nitroimidazole骨格に 1,3-cyclopentenedioneもしくは trifluoromethyl構造を付加しTX-
2036 誘導体を作成した。これらは不斉炭素を有しエナンチオマーのペアを形成する。1,3-
cyclopentenedione 付加体のうち S-体の TX-2044, TX-2031, TX-2037 で R-体の TX-2043, TX-2030, 
TX-2036 より高い放射線増感能を示した。Trifluoromethyl 付加体では R-体の TX-2045 が S-体の
TX-2046 より高い増感能を示した。R-体の TX-2030 と S-体の TX-2031 を比較しても、配座－エ
ネルギー特性に差異はみとめられなかった。他の TX-2036 誘導体についても R-, S-体で配座のエ
ネルギー順位に差異は確認できなかった。R-体の TX-2030、S-体の TX-2031 において配座依存
的な疎水性度の変化はみとめられず、-220～-195kJ/mol 程度で推移した。他の TX-2036 誘導体に
ついても R-, S-体で立体疎水性度の特性に差異は確認できなかった。静電ポテンシャルフィール
ドをみると、TX-2030, -2031 ペア、TX-s2036, -2037 ペア、TX-2043, -2044 ペアのうち放射線増感
能の弱い方には、1,3-cyclopentenedione 部位に極小マイナスフィールドが発生していた。1,3-
cyclopentenedione 付加体について、放射線増感能が他の立体異性体ペアより低い化合物では極小
フィールドが 2 個発生していた。 
 
 （３）Effect of isomerization of TX-2036 derivatives on the interaction with tyrosine kinase domain of 
EGF receptor. : Chiral-2-nitroimidazole 化合物である TX-2036 誘導体は立体異性ペアを有し、立体
異性体 (R-, S-体) に依存した EGF 受容体 kinase ドメイン(EGFR-tyk) 阻害を示した。EGFR-tyk 
はリガンドが結合しうるポケットをその分子中央部に有することを構造解析から確認した。TX-
2036 誘導体は、このリガンド結合部位へはまり込むことが相互作用シミュレーションで確認で
きた。また、EGFR-tyk へ配位する際のミクロ環境は、R-, S-各誘導体において個々特徴的な様式
を示した。EGFR-tyk 活性への効果をみると、R-体 (TX-2043, -2030, -2036) は S-体 (TX-2044, -
2031, -2037) と比べて高い EGFR-tyk 阻害を示した。なかでも TX-2036 は IC50 = 1.8µM と強い阻
害を示した。標的となるアミノ酸残基についてみると、R-誘導体では EGFR-tyk 分子の Lys721 お
よび Thr766 残基との相互作用がみとめられた。一方、S-誘導体では相互作用するアミノ酸残基
が個々の誘導体で異なっていた。すなわち、TX-2044 は Ile765, Thr766 と相互作用を示し、TX-2031
では Ser696, Thr766, Thr830 と相互作用がみられ、TX-2037 においては Gly772, Cys773, Thr830 との相互
作用が確認された。 
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