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研究成果の概要（和文）：豚レンサ球菌(Streptococcus suis)の無莢膜株は，血小板などへの接着性が亢進す
る。本菌の２つの主要なclonal complexであるST1とST28に属する株の無莢膜株を用いて，それぞれの細胞壁タ
ンパク質(CWP)遺伝子の全てについて，一ずつ遺伝子欠損(KO)変異株を作製したが，それらのバイオフィルム形
成能，血小板接着性，細胞間マトリックス結合性，細胞接着性，細胞侵入性は，無莢膜の親株と差がなかった。
一方，S. suis 21株および近縁菌種のS. parasuis 6株，S. ruminantium 6株，合計3菌種33株のドラフトゲノム
配列から51種類のCWPを見出した。

研究成果の概要（英文）：Capsule-negative isolates of Streptococcus suis showed increased level of 
adherence to platelets. Using two major clonal complexes of this bacterium, ST1 and ST28, we have 
generated knockout mutants of each of 23 cell-wall anchored protein genes. The mutants showed the 
same level of biofilm formation, adherence to platelets, adherence to extracellular matrix proteins,
 adherence and invasion to cultured cells as the capsule-negative parental bacteria. Comparison 
among the draft genome sequences of 21 strains of S. suis, 6 strains of S. parasuis, and 6 strains 
of S. ruminantium showed that 51 different cell-wall anchored proteins.

研究分野：獣医細菌学

キーワード： 豚レンサ球菌　細胞壁タンパク質　遺伝子破壊株　網羅的機能解析　病原性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
多くのグラム陽性菌の表層には，細胞壁に共有結合するCWPが存在し，それらを細胞表層に提示する酵素sortase
の遺伝子を破壊すると，細胞への接着性が低下することが知られていた。一方，莢膜を欠損した菌は，血小板な
どへの接着性が亢進することも知られており，莢膜欠損株を用いてCWP遺伝子欠損株を作製すれば，どのCWPが接
着性に直接関与するか評価できると考えられた。しかし，実際にはCWPは接着性には重要でないことが判明し，
soretase遺伝子破壊による接着性の低下と莢膜を除いてCWPを露出させた場合における接着性の亢進が，全く異
なるメカニズムにより起こるという学術的に価値ある新たな知見が得られた。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
一般に病原細菌の表層には、宿主細胞への接着性・侵入性、細胞間マトリックスへの接着性、

食菌作用抵抗性、組織定着性など病原性発現に重要な性質をもつ物質が存在する。グラム陽性菌

の細胞表層には、C末端部分に Leu-Pro-x-Thr-Gly (LPxTG)配列を保有し、この配列を基質とする

sortase と呼ばれる酵素により細胞壁ペプチドグリカンと共有結合する細胞壁タンパク質(cell-

wall protein(CWP))が普遍的に存在し、研究代表者らは S. suisでも sortaseの機能を明らかした。

通常、1菌種が 20種類程度の CWPを保有するが、いずれも細菌細胞表層に提示されていること

から、グラム陽性菌と宿主の相互作用に重要な役割を演じていると考えられている。しかし、一

部の菌種で特定の CWPが、ファイブロネクチンやコラーゲンなどの細胞間マトリックスへの接

着性や培養細胞への接着性に関与することが報告されているが、特定菌種が保有する全ての

CWP の病原学的意義や、複数の CWPの共同作用を評価した報告はない。一方、S. suisの菌体表

層は病原因子である莢膜に覆われており、CWP の接着性などを正しく検定する時の妨げとなっ

ている。しかし、莢膜を失った無莢膜菌は、血小板や細胞への接着・侵入性が亢進することが報

告されており、実際に無莢膜菌は臨床試料からも相当数分離される。そこで、無莢膜菌を用いて、

その CWP遺伝子破壊株を全て作製して試験すれば、これまで正当に評価できなかった宿主細胞

や組織と全てのCWPとの相互作用を明らかにできると考えられ、多くの波及効果が期待できる。

S. suisは表層の莢膜多糖の抗原性の相違により 29の血清型に分けられており、病豚およびヒト

患者から高頻度に分離されるのは血清型 2型が多い。一方、強毒と思われる 2型菌でも、Multi-

locus sequence typing (MLST)による遺伝子型別で、特に毒力が強いと思われる ST1 clonal complex 

(CC)及び ST28CCと呼ばれる 2グループの存在が分かっている。特に、ST1CCに属する ST1型

菌は主に豚の髄膜炎から、ST28CCに属する ST28型菌は主に豚の心内膜炎から分離され、両者

は日本を含む世界中の国で分離される。S. suisの強毒株については、ST1型菌で 24種類、ST28

型菌で 22種類の CWP遺伝子が染色体上に見つかる。そこで本課題では、ST1型及び ST28型の

菌をそれぞれ用いて、網羅的に CWP遺伝子破壊変異株を作製し、それぞれ宿主細胞や組織成分

との相互作用について、野生株と比べることにより，CWP の役割を明らかにできると期待され

た。 

 

２．研究の目的 

S. suis の無莢膜株で、全ての細胞壁タンパク質遺伝子を個別または複数破壊した変異株を作

製し、血小板への接着性、上皮細胞への侵入性・通過性、バイオフィルム形成能、オートファジ

ー誘導性など病原性関連性状が変化した遺伝子の組合せを決定し，全ての細胞壁タンパク質の

病原学的役割を網羅的に解明し尽くすことを目的とした。 

 

３．研究の方法 

１）遺伝子破壊株の作製 

CWP 遺伝子領域を挟む両側の flanking regionの DNA 断片を PCR で増幅後、in vivo cloning 

により温度感受性ベクターpSET4s に連結する。これを S. suis に形質転換し、温度 shift up と

その後の低温培養で相同組換えによる allelic exchange で CWP 遺伝子領域を欠失した変異株

を全て作製する。 

２）細胞等を用いた遺伝子破壊変異株の機能評価 

作製した変異株を用いて，①ブタ血小板への結合能，②バイオフィルム形成能，③細胞間マ

トリックス分子への結合能，④培養細胞への接着能，侵入能，侵入後の脱出，⑤オートファジー



誘導性について野生株と比較検査する。 

 

４．研究成果 

１）CWP遺伝子破壊株の作製 

遺伝子を破壊した株の接着性などの評価のし易さなどと考慮して，ST1 では世界各国で使用

されている P1/7株とその無莢膜変異株である DAT695株を，ST28では独自に分離したバイオフ

ィルム形成能が高い SUT-2083株とその無莢膜変異株である SUT2080株を選んだ。まず，それぞ

れの株における CWP遺伝子の検索を行ったところ，P1/7 (DAT695)では，1～17, 19～25の 24種

類。そのうち 4は破壊できない必須遺伝子，SUT2083 (STT2080)では，1～15，17～18，20,  26

～30 の 23 種類，うち 4 は破壊できない必須遺伝子であることが分かった（CWP は，互いに

homologueであるものに同じ番号を付与下）。 

そこで，4以外の全ての遺伝子について，無莢膜変異株を基にして，個々に破壊した変異株を

作製した。 

２）CWP遺伝子破壊株の接着能等の検査 

上記の遺伝子破壊株について，それぞれの野生株（無莢膜株および有莢膜親株）と比較した。 

 

図に示すように，無莢膜の親株は有莢膜の親株に比べて，バイオフィルム形成能，血小板への結
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合能とのに亢進しているが，各 CWP の遺伝子破壊株は，無莢膜親株と差は無かった。さらに，

培養細胞 (PMMEC，NPTr) および細胞間マトリックスタンパク質（Fibronectin, Collagen I）への

接着性についても同様に無莢膜親株と差は見られなかった（dat not shown）。 

３）ゲノム比較による CWP遺伝子の探索 

いくつかの STに属する複数株の S. suisおよび S. parasuisと S. ruiminantiumの完全ゲノム配

列が得られるものを利用して，CWP 遺伝子を探索した。その結果，51 種類の CWP 遺伝子を見

つけることができ，近縁菌種内だけでなく同一菌種内でも CWPの多様性が認められた。 

 

 

sST54ST13ST25ST29ST28ST16ST20ST658ST7ST1

TL13D126407ST1NSUI060D9ST305HAS6890-1330NSUI002GD-0088861160LSM102SC19ZY05719NCTC10234BM407SS12GZ1S10P1/7

1-91-81-71-61-51-51-51-41-41-41-31-21-11-11-11-11-11-11-11-11-1
2-122-112-102-92-82-82-72-72-72-72-62-52-12-12-12-42-12-32-22-12-1
3-73-63-53-43-33-33-33-33-33-23-13-13-13-13-13-13-13-13-13-13-1
4-14-14-54-44-14-14-34-14-14-14-24-24-14-14-14-14-14-14-14-14-1
5-85-75-65-55-45-35-35-35-35-35-25-25-15-15-15-15-15-15-15-15-1

6-156-146-136-126-116-106-96-96-96-86-76-16-66-66-56-46-36-26-16-1
7-157-147-137-127-117-107-97-87-77-67-57-17-17-17-47-37-27-17-17-1

8-78-68-58-48-38-a8-28-28-28-28-18-18-18-18-18-18-18-18-18-18-1
9-139-129-119-109-99-a9-89-79-69-59-49-39-19-19-19-29-19-19-19-19-1
10-1010-910-810-610-710-610-510-510-510-410-310-110-a10-110-210-110-110-110-110-1
11-1111-1011-911-811-711-611-511-411-411-411-311-311-211-211-211-b11-211-a11-211-211-1
12-912-812-712-612-b12-512-412-412-412-412-312-a12-112-112-112-112-212-112-112-112-1
13-813-713-613-b13-a13-513-413-413-413-413-313-313-113-113-113-113-113-213-113-113-1
14−1114-c14-1014-914-814-b14-714-614-514-514-a14-414-114-314-314-314-114-214-114-114-1
15-1015-915-815-e15-715-d15-615-515-515-515-415-315-115-c15-b15-215-a15-115-115-115-1
16-1016-916-816-716-616-516-216-216-216-216-416-216-316-216-1

17-417-317-317-317-317-317-117-117-217-217-117-117-117-1

18-13
18-11
18-1218-1018-918-818-718-618-518-418-318-318-3

18-1
18-2

19-819-b19-719-a19-a19-a19-619-519-119-119-119-119-419-2
19-3

19-119-119-1

20-620-520-c20-420-420-320-120-120-120-120-b20-220-a20-120-1
21-221-121-121-121-121-121-121-121-121-1

22-322-222-222-122-122-122-122-122-1
23-123-123-123-223-123-123-123-1

24-124-124-124-124-124-124-124-124-1
25-625-525-425-125-325-225-125-125-1

26-326-226-226-226-126-126-1
27-127-127-127-127-1
28-128-128-128-128-1

29-329-229-129-1
30-130-130-130-1

other 4other 10other 6other 3other 1other 2other 1other 1other 1

CWP in S. suis

CWP in S. suis, S. ruminantium and S. parasuis
S. parasuisS. ruminantiumS.suis

SUT503SUT380SUT328SUT286SUT7GUT187GD-0088 (ST16)NSUI002 (ST28)P1/7 (ST1)
1-101-31-41-1

2-172-162-152-142-132-62-72-1
3-83-13-23-1

4-114-104-94-84-74-64-24-14-1
5-135-125-125-115-105-95-25-35-1

6-86-96-1
7-67-77-1
8-18-28-1
9-49-59-1

10-410-510-1
11-311-411-1
12-312-412-1

13-1113-1013-913-313-413-1
14-a14-514-1

15-1115-415-515-1
16-616-1

17-817-717-617-517-317-1
18-1618-1518-1418-518-6

19-619-a19-1
20-320-420-1

21-1
22-1
23-1
24-1
25-1

26-1
27-1
28-1
29-1
30-1

31-1
52-552-452-452-352-252-1
 other 10 other 6 other 6 other 6 other 11 other 20
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