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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感染過程において，周囲温度に対応して病原性を
調節する．化膿レンサ球菌が温度の変遷により翻訳効率を変化させる因子群を検索した結果，mRNA翻訳開始部位
の近隣に位置するステムループ構造だけでなく，非翻訳領域のmRNA構造も温度感受性の翻訳調節に関与すること
が示唆された．また，特定の転写因子を有する菌株において，エンドリボヌクレアーゼの一種であるRNase Yが
付着因子である線毛の産生に重要であることが明らかになった.

研究成果の概要（英文）：The human pathogen Streptococcus pyogenes modulates virulence in response to
 ambient temperature during the infection process. We searched for bacterial factors that alter 
translation efficiency in response to temperature shifts. Our findings suggested that not only 
stem-loop structures located near mRNA translation initiation sites, but also mRNA structures in 5´
-untranslated regions are likely involved in the temperature-sensitive translational regulation. In 
addition, our data revealed that the endoribonuclease RNase Y is crucial for pilus production from 
strains possessing a specific transcriptional regulator.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
化膿レンサ球菌はヒトに多様な疾患を引き起こす．上市されているワクチンはなく，感染者数の増加が懸念され
ている．したがって，ワクチン抗原の選択や治療法開発の礎となる病態発症機序の解明が求められる．体内と比
較して温度が低い皮膚や咽頭などの初発感染部位から体内へ感染が拡大する際，本菌は環境温度の変化に対応し
て，様々な因子の発現量を調節すると考えられている．感染過程における細菌の温度感知機構を理解することに
より，細菌因子発現部位の予測や治療標的・ワクチン抗原を選択する際の指標となり得る.

※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 
化膿レンサ球菌はヒトを宿主とし，皮膚や上気道へ局所性の化膿性炎症を惹き起こす．また，化

膿性疾患が治癒した後に続発性免疫疾患として急性糸球体腎炎や急性リウマチ熱を起こす場合

がある．さらに本菌は，低頻度ではあるものの，壊死性筋膜炎や敗血症を伴う劇症型感染症を惹

起するため，ヒト喰いバクテリアという呼称で知られている．劇症型感染症での致死率は約 
30 %を超えるにもかかわらず，上市されているワクチンはない．感染者数増加が懸念されてお

り，病態発症機序の解明と基礎データに基づくワクチン抗原の選択と開発が待ち望まれている． 
 化膿レンサ球菌は組織指向性の付着因子として線毛を菌体表層に産生する．特定の血清型に

属する本菌の線毛発現が温度依存性に制御されることが明らかにされてきた．すなわち，通常の

培養温度 (37˚C) では，線毛は産生されず，初期感染部位 (皮膚や上気道) を反映する低温にお

いて (〜30˚C) ，線毛遺伝子の発現と線毛産生が認められていた．この温度感受性の線毛発現を

担う機構の一つは，線毛遺伝子に対する正の転写因子である RALP1 の環境温度による翻訳制

御であった．温度変化により RALP1 の mRNA 量は変化しないにも関わらず，翻訳量が低温に

おいて上昇した．変異株ライブラリーを用いたスクリーニングにより，RALP1 の温度感受性を

担う mRNA 部位として，開始コドンから 約 20 塩基下流に位置するステムループ構造を明ら

かにした．ステムループの配置，培養温度の変遷による翻訳効率の変化，遺伝子変異株を用いた

解析データ等に鑑みて，RALP1 mRNA 翻訳領域 5’ 側 ステムループは翻訳開始複合体形成の促

進に関与することが考えられた． 
 転写産物の分解とプロセシングの制御はリボヌクレアーゼによって部分的に制御されるため，

翻訳量に影響を与える．膜タンパク質である RNase Y はエンドリボヌクレアーゼ活性を示し，

化膿レンサ球菌において複数の病原因子や制御因子の発現に影響を与えることが報告されてき

た．また，一部の血清型において，主要な二成分制御系転写因子の変異により莢膜合成が培養温

度で調節される現象が発見されていた．当該変異株では，莢膜合成酵素をコードする遺伝子の転

写レベルは温度の変遷により変化しなかったが，タンパク質レベルは変化したことが報告され

ていた．この現象を担う因子として挙げられた RNase Y は莢膜合成酵素発現の転写後制御に影

響を与える因子であることが示唆された．しかし，線毛産生の制御に RNase Y が関与するかに

ついて不明であった． 
 
２．研究の目的 
化膿レンサ球菌の初発感染部位である上気道や皮膚は，体内コア温度と比較して，低温とな

る傾向にあり，感染からヒト体内での定着と伝播の過程において，菌体周囲温度への適応が

菌体の生存に重要であると推察される．また，菌体周囲温度に対応して選択的に遺伝子転写

と翻訳を調節する可能性がある．この推定機構を検討するため，同様の位置にステムループ構

造を有すると予測された因子群について，ステムループ構造が翻訳効率に与える影響を検討し

た．また，RNase Y が線毛産生と線毛産生に関与する制御因子の発現に与える影響について明ら

かにすることを目的とした． 
 
３．研究の方法 
(1) 化膿レンサ球菌の培養と菌体タンパク質の検出 
大気条件下で 0.2%の酵母エキスを含む Todd Hewitt 培地 (THY 培地) を用いて培養した．通常の

培養温度である 37˚C と 25˚C において菌株を一晩もしくは対数増殖期まで培養した．高濃度の

ショ糖を含む緩衝液を用いたムタノリジン抽出により細胞表層画分を調製した．細胞質画分は

プロトプラストの破砕により調製した．ウェスタンブロット解析により，菌体タンパク質の検出

やリン酸化率の検討を行った．タンパク質リン酸化の検討には， フォスタグゲルを用いた．検

出に用いた抗血清は，組換えタンパク質を 4〜5 週齢 BALB/c マウスに免疫することにより作製

した． 
(2) 組換えタンパク質の作製 
検出対象因子の遺伝子をヒスチジンタグ融合タンパク質発現プラスミドに挿入し，大腸菌に形

質転換を行った．対数増殖期まで培養を行い，0.5 mM のイソプロピル-β-D(-)-チオガラクトピ

ラノシドを添加し，アミノ基末端側にヒスチジンタグを融合させた組換えタンパク質の産生誘

導を 37˚C で 3 時間行った．菌体破砕液を調製し，Ni-NTA レジンを用いたアフィニティークロ



 

 

マトグラフィーならびにゲル濾過クロマトグラフィーにより精製した．タンパク質濃度は BCA
法により決定した． 
(3) 解析遺伝子群の抽出と発現解析 
化膿レンサ球菌株の全構造遺伝子の DNA 塩基配列を対象に，RNA 構造予測ウェブサイトを用

いて，開始コドンから 70 塩基までの配列を用いて開始コドンから〜30 bp までにステムループ

構造をとる遺伝子群を抽出した．そして，ステムループの位置と自由エネルギー変化を指標にし

て，特に病原性と代謝に関連する候補遺伝子群を選出した．選出した因子について，組換えタン

パク質と抗血清を作製した．それぞれの因子に関して，培養温度が産生量に与える影響について

検討した． 
(4) RNase Y 遺伝子欠失株の作製と表現型の解析 
血清型 M49 型株を親株として，温度感受性ベクターを用いて抗菌薬耐性が付与されない RNase 
Y 遺伝子欠失株と復帰変異株を作製した．また，M1 型株，M3 型株，M6 型株についても同様に

欠失株と復帰変異株を作製した．親株と作製した菌株から菌体表層画分を調製し，ウェスタンブ

ロット解析により線毛発現量を比較した．また，線毛関連遺伝子と線毛産生に関わる制御因子の

mRNA 量を定量的逆転写 PCR法により解析した．線毛依存性に菌体が付着すると報告されてい

るヒト角化上皮細胞株 HaCaT細胞への菌体付着量を検討し，線毛産生量と菌体付着能の相関を

確認した．線毛遺伝子の翻訳を抑制する二成分制御系転写因子については，タンパク質量および

リン酸化量を解析した．RALP1 については，タンパク質量の検討を行った．病原性に関連する

表現型として，各菌株の血液寒天培地上での溶血能と細胞外システインプロテアーゼ活性を評

価した．また，病原性に深く関与するヒト末梢血中での菌体生存能について検討した． 
 

４．研究成果 

温度感受性の翻訳調節を担う mRNA 部位として，mRNA 翻訳開始部位の下流に位置するステム

ループ構造に着目し，同様の位置に推定ステムループ構造を有する遺伝子群を全遺伝子から抽

出した．特に病原性と代謝に関連する遺伝子について，37˚C と 25˚C で培養した菌体を用いた発

現解析により，温度変化に伴い翻訳効率が変化する因子群と変化しない因子群の存在が示唆さ

れた．したがって，mRNA 翻訳開始部位の近隣に位置するステムループ構造だけでなく，5´非翻

訳領域の mRNA 構造も温度感受性の翻訳調節に関与することが示唆された． 
 RALP1 陽性である血清型 M49 株を用いた解析の結果，RNase Y が病原因子の発現や線毛産

生量の調節に関与することが明らかとなった．RNase Y 遺伝子欠失株は，野生型や復帰型と比較

して，線毛産生量の低下とヒト角化上皮細胞への付着能の低下を示した．さらに，RNase Y 遺伝

子欠失株では，線毛関連遺伝子の転写レベルが低下し，その低下は低温において顕著であった．

また，RALP1 の mRNA レベルおよびタンパク質レベルも RNase Y 遺伝子欠失により著しく低下

した．RNase Y 遺伝子欠失による線毛産生量の低下は RALP1 をもたない M1 型株と M6 型株で

は認められず，RALP1 を有する M3 型株では認められた．これまでに線毛遺伝子の翻訳を抑制

すると報告されてきたノンコーディング RNA の発現は RNase Y 遺伝子欠失により減少した一

方，線毛遺伝子の転写を抑制する二成分制御系転写因子の mRNA 量，タンパク質量，およびリ

ン酸化量に大きな変化が認められなかったことから，両者は必ずしも温度感受性の線毛産生に

関与しないことが示唆された．変異株の表現型を解析した結果，培養温度と RNase Y 遺伝子欠

失が溶血能とシステインプロテアーゼ活性に影響することが明らかになった．さらに，血中菌体

生存試験では，RNase Y 遺伝子欠失によりヒト血液中での菌体生存率は低下した．以上の結果か

ら，RNase Y が RALP1 を有する化膿レンサ球菌の線毛産生および病原性の制御に関与すること

が推察された． 
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