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研究成果の概要（和文）：病原細菌(A群レンサ球菌)感染に関するデータベース(宿主情報/病原体情報)・細胞実験・動
物実験を通じて、強毒菌株と弱毒菌株が選別された。同弱毒菌株における結果と比較することにより、同強毒菌株が保
有する細胞間透過能に係わる有意な病原因子(rocA遺伝子の変異)、同細胞間透過能に係わる有意な宿主因子(Gstp1遺伝
子発現の亢進)に関する知見が得られた。

研究成果の概要（英文）：We selected high-virulent and low-virulent Group A streptococcal strains through 
the database concerning patients and pathogen characteristics, experiment assessing host intercellular 
translocation, and experiment using human CD46-transgenic mice, in order to clarify the pathological 
conditions of invasive streptococcal infections. As compared with those of the low-virulent strain, there 
were significant virulence factor (substitution of rocA gene) and host factor (up-regulation of Gstp1 
gene expression), which contributed to host intercellular translocation of the high-virulent strain.

研究分野： 感染症学、臨床微生物学、感染制御学
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１． 研究開始当初の背景 
(1) A 群 溶 血 性 レ ン サ 球 菌 (Group A 
Streptococcus, GAS; S. pyogenes)は非侵襲
性の局所感染症である扁桃炎・膿痂疹を呈す
るのみならず、播種性の侵襲性感染症も惹起
する。侵襲性レンサ球菌感染症(Invasive 
streptococcal infection, ISI)は無菌的臨
床検体(主に血液等)より溶血性レンサ球菌
が分離されたものと定義され、その中でさら
に重篤な臨床像(ショック・多臓器障害)を生
じるものとして劇症型レンサ球菌感染症
(Streptococcal toxic shock syndrome, 
STSS)があり、STSS の死亡率は 30-40%とされ
ている。STSS を含めた ISI は播種性の重篤な
疾患ではあるが、未だその病態機構は決定さ
れてはいない。 
その理由として、①GAS はその病原因子が

多岐に亘ることから多数の病原因子による
疾患病態機構の同定には同因子の網羅的解
析が必要となる点と②STSS の臨床像に類似
しているモデル動物の実験系が乏しい点が
挙げられる。さらに、ISI における宿主因子
の明確な関与も十分に解明されていないの
が現状である。 
 
(2) 研究代表者・研究分担者・連携研究者は、
これまでの研究実績として、強毒型 GAS 株を
用いた全ゲノム解読を通じて特徴的な塩基
置換を見いだしている。さらに、GAS が付着
する宿主細胞側の受容体であるヒト CD46 を
保有(human CD46-transgenic, hCD46-Tg)す
るマウスの足蹠に臨床分離株を接種するこ
とで皮膚軟部組織の壊死と共に感染後数日
以内で死亡する動物実験系を確立している。 
 そこで、細胞実験・動物実験を通じて、GAS
の宿主細胞間透過能とそれに係わる病原因
子・宿主因子から ISI の病態に迫りたいとい
う本研究の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
 本研究では当該研究期間において以下の
項目を明らかにすることを目的とする。 
(1) GAS 臨床分離株における細胞間透過能・
病原性を保有する菌株  
(2) 同菌株における細胞間透過能に係わる
病原因子  
(3) 同菌株における細胞間透過能に係わる
宿主因子  
(4) 同病原因子・宿主因子の阻害による細胞
間透過能の変動  
 
３．研究の方法 
 平成 25 年度(1 年目)および平成 26 年度(2
年目)において以下のように本研究を展開す
る。 
<1 年目> 細胞/動物実験を通じた細胞間透過
能・病原性を保有する強毒菌株の選別⇒探索
的なアプローチを用いた細胞間透過能に係
わる病原因子の推定とその検証  
<2 年目> 強毒菌株が保有する細胞間透過

能・病原性に係わる宿主因子の網羅的な探索
⇒同宿主因子の阻害を介した強毒菌株にお
ける細胞間透過能の変動  
 
(1) 細胞間透過能・病原性を保有する強毒菌
株の選別：研究室保存菌株に関する情報と患
者情報を収集しているデータベース(連結不
可能匿名化済み)を活用して、STSSを含む ISI
の有無(患者情報)および培養上での集落ム
コイド形成の有無(菌株情報)に基づいて候
補株を選別した。ポア膜上に単層化したヒト
皮膚角質細胞(HaCaT cells)に選定菌株を添
加して、下層チャンバーまで透過した菌数の
算定により細胞間透過能を評価した(図１)。 

図１ 細胞間透過能を評価する細胞実験  
さらに、細胞間透過能を有する選定菌株を
hCD46-Tg マウスの足蹠に接種して、病原性
(致死性・局所の壊死等)を確かめた。 
 
(2) 細胞間透過能に係わる病原因子の探索
と検証：(1)にて選別した強毒菌株を用いて
全ゲノム解読を実施した。強毒株が保有する
ムコイド形成能の評価として、ヒアルロン酸
(ムコイド構成物質)の産生量を測定した。ま
た、強毒株と弱毒対照株間の発現プロファイ
ルの相違を確認するために、二次元電気泳動
を行った。さらに、同強毒株に対する遺伝子
組換え株を作製し、同作製株が保有する細胞
間透過能・hCD46-Tg マウスへの足蹠接種によ
る病原性を評価した。 
 
(3) 強毒菌株の細胞間透過能・病原性に係わ
る宿主因子の探索：前年度において、細胞間
透過能・病原性を有する強毒菌株として選別
し、細胞間透過能に係わる病原因子が探索さ
れた、ムコイド型株を活用した。同ムコイド
型強毒株が皮膚角質細胞による単層間を通
過する際、非ムコイド型弱毒対照株による細
胞間透過と比較して、その発現が 20 倍以上
亢進または減弱する宿主因子に関して遺伝
子発現用 microarray を用いて網羅的に探索



した。さらに、同強毒菌株を hCD46-Tg マウ
スの足蹠に接種して、感染局所の宿主因子に
関して同 microarray を用いて探索した。細
胞実験/動物実験を通じて共有される宿主因
子を抽出した。 
 
(4) 宿主因子の阻害を介した強毒菌株にお
ける細胞間透過能の変動：(3)にて抽出され
た宿主遺伝子を活用してPathway解析による
遺伝子 network の構築を試みた。同 network
上の中心に位置する宿主遺伝子を選定した。
RNA 干渉により同遺伝子発現が減弱した皮膚
角質細胞を作製して、同ムコイド型強毒株が
保有する細胞間透過能が変動するか否かを
検証した。 
 
４．研究成果 
 当該研究期間において以下の研究成果が
得られた。 
(1) 細胞間透過能・病原性を保有する強毒菌
株の選別：前述のデータベースを介して ISI
由来76株(STSS由来24株を含む)が抽出され
た。同皮膚角質細胞単層間での高透過性およ
び hCD46-Tg マウスへの足蹠接種による局所
病態・致死性の評価により、ムコイド形成を
保持する強毒株(髄膜炎由来株・STSS 由来株)
を選定するに至った。また、低透過性・低病
原性を示した非ムコイド形成株が弱毒対照
株として設定された。 
 
(2) 細胞間透過能に係わる病原因子の探索
と検証：同ムコイド型強毒株と同非ムコイド
型弱毒対照株との比較ゲノム解析を通じて、
強毒株が保有する rocA 遺伝子領域における
塩基置換(464 番目：G→A 置換による終止コ
ドンとなるフレームシフト)を発見した。同
強毒株が保有する形質の定量評価として、ヒ
アルロン酸産生量の亢進が確認された。また、
二次元電気泳動により、同強毒株と同弱毒対
照株間での特異な発現因子の差異も認めた。
さらに、同弱毒対照株から抽出した rocA 遺
伝子を同強毒株へ導入することで相補株を
作製した。同相補株を用いた細胞/動物実験
では、細胞間透過能の低下・マウス接種足蹠
での病原性(局所壊死)の減弱を観察できた。
同相補株では、ヒアルロン酸産生量の低下も
見られた。 
 以上の結果から、rocA領域における有意な
塩基置換は菌体最外層におけるムコイド形
成能の亢進を惹起し、単層細胞間の透過能お
よび生体への病原性を増強させる可能性が
示唆された。本研究で得られた rocA 領域で
の変異に関する知見は文献情報データベー
ス上新規性がある。 
 
(3) 強毒菌株の細胞間透過能・病原性に係わ
る宿主因子の探索：細胞実験/動物実験を通
じて共有される宿主因子に関して、その発現
が亢進する抽出因子として Gstp1 遺伝子・ケ
ラチン(Krt)/ケラチン関連因子(Krtap)遺伝

子ファミリー等、その発現が減弱する抽出因
子としてイオン結合遺伝子・受容体活性遺伝
子・酵素活性遺伝子等が認められた。 
 
(4) 宿主因子の阻害を介した強毒菌株にお
ける細胞間透過能の変動：同 Pathway 解析に
より、Gstp1 遺伝子を中心とし、その下流で
発現が亢進するKrt/Krtap遺伝子ファミリー
による network が構築された(図２)。 

図２ Pathway 解析による遺伝子 network の
構築図  
同 network 上の中心に位置する Gstp1 遺伝子
が阻害対象となる宿主因子として選定され
た。RNA 干渉を介して同遺伝子発現が減弱し
た皮膚角質細胞を作製した所、同ムコイド型
強毒株による細胞間透過能の低下を確認で
きた。 
 以上の結果から、ムコイド型強毒株が有す
る細胞間透過能に係わる宿主因子のひとつ
としてGstp1が存在する可能性が示唆された。
本研究で得られた同宿主因子に関する所見
は文献情報データベース上新規性がある。 
 
(5) 今後の展望として、以下の点が挙げられ
る。Gstp1 に対する polyclonal 抗体を作製す
る。hCD46-Tg マウス足蹠への同ムコイド型強
毒株の感染前⇒感染同時⇒感染後に同抗体
を局所あるいは血中へ投与することで、病態
(致死性・局所の壊死等)の改善を呈するか否
かを解析する。同実験を通じて、同強毒株が
有するマウス病原性に係わる宿主因子とし
てのGstp1の可能性を検証することができる。 
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