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研究成果の概要（和文）：　A群連鎖球菌は劇症型という重篤な症状を引き起こすが、その機序は不明である。
外界からの刺激を受け取り菌体内部へ情報を伝達する二成分制御系の仕組みを解析することで、劇症型発症機構
が明らかになると考え、二成分制御因子のセンサータンパク質の酸感受性機構とバイオフィルム産生機序を解析
した。その結果、SPY1622が酸感受後に繊毛を発現し、バイオフィルム産生をしていたことを見出した。また、
新規にSPY1588も酸感受性に関与することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：  Group A streptococci cause the severe　invasive disease, but the mechanism
 is unknown.The two-component regulatory system receives external stimuli and transmits a signal to 
inside the cells.Streptococcus pyogenes produces biofilm production.Biofilm is one of the virulence 
factors, and its production is produced by external stimuli. Streptococcus mutans has been thought 
to be associated with dental caries, its the two-component sensor protein recognizes the acid 
produced by sugar fermentation.

研究分野： 細菌学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　A群連鎖球菌の劇症型発症機構は未だ解明されていない。そのため、この発症機構を解析することは、この細
菌感染症の致死率を低下ないし抑制することに他ならない。
　A群連鎖球菌の酸による劇症型発症が明らかになれば、この細菌感染時に酸中和を積極的に実施することによ
り、抗生物質に依存しない処置が考えられる。この方法は簡便であるため致死率の抑制がすぐに期待出来、社会
的意義も大きい。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 劇症型溶血性 A群連鎖球菌による感染症は、発病後数十時間以内に急激な筋膜壊死をもたら
せ、ショック症状から死に至らしめる重篤な症状を引き起こす。A 群連鎖球菌は、猩紅熱を発
症することで知られているが、劇症型へ変異すると人食いバクテリアと称される上記諸症状を
引き起こす。この A群連鎖球菌が劇症型へ変異する機構は未だ解明されていない。  
 A 群連鎖球菌が劇症型へ変化するには外界からの情報を感受し、その情報を元に変化したと
考えられる。A 群連鎖球菌は様々な毒素を分泌し免疫応答を回避する。この分泌毒素の質及び
量的変化を従来株及び劇症型株で二次元電気泳動により解析した結果、劇症型に伴い毒素産生
が増加、および新規毒素産生が認められた。この影響は、二成分制御因子の CovS センサータン
パク質のアミノ酸変異と報告されている。 
 この二成分制御因子は、環境変化を感知するセンサータンパク質と、遺伝子発現制御を行う
レギュレータータンパク質の二種類のタンパク質が関与している。センサータンパク質は、活
性部位のヒスチジン残基が自己リン酸化し、レギュレータータンパク質のアスパラギン酸残基
へリン酸を転移してレギュレータータンパク質の活性を調節している。 
 A 群連鎖球菌と同属のストレプトコッカス・ミュータンス菌は酪酸産生と、その酸により虫
歯を増悪させ、バイオフィルムを産生する。ミュータンスの酸感受機構は、この菌の二成分制
御因子が関与している報告がある。この制御因子は、A群連鎖球菌にも保存され、spy1622 遺伝
子欠損株により、バイオフィルム産生低下、酸感受性変化、増殖変化をもたらす結果を得た。 
 これらの結果より、このspy1622遺伝子およびその産物が、A 群連鎖球菌の酸刺激による劇症化
の関与と、発症予防および感染防御因子になりうるが、二成分制御因子は他に１１種類存在する
ため、他の情報伝達経路などとの複雑な関連性があると推測し詳しく調査する必要がある。  

 
２．研究の目的 
 A 群連鎖球菌の二成分制御因子の研究は、二成分制御因子のレギュレータータンパク質欠損
株による報告が多く、外界刺激のリガンドと、それを感受するセンサータンパク質の研究報告
は少ない。そして外界刺激感受に伴い、劇症型発症に至る経過は解析されていない。そこで酸
が A 群連鎖球菌の劇症化に関与すると考え、A 群連鎖球菌の劇症型感染症の責任遺伝子の同定
と発症機構の解析を目的とした。  
 
３．研究の方法 
（１） A群連鎖球菌の劇症化制御遺伝群の検討 
 ① 遺伝子欠損株の作製 
A 群連鎖球菌はゲノム株 SF370 株、劇症型発症株(1529,MDYK)を使用した。これらの二成分制御
因子センサータンパク質遺伝子欠損株は、スペクチノマイシン耐性遺伝子を相同組換え法で作
製した。 
 ②バイオフィルム産生  
(1)で作製した菌体を、バイオフィルム産生培地に摂取し、９６穴プレート上で３７℃で１８時
間培養した。PBS でプレートを洗浄後、クリスタルバイオレットで染色し、エタノールで染色
されたクリスタルバイオレットを抽出した。抽出された染色液を吸光度 590nm で測定した。 
 ③リアルタイム PCR 
バイオフィルム産生培地により、3-1 で作製した菌体を２時間培養後、遠心分離法で菌体を回
収した。ムタノリジン処理後、RNA 抽出キットにより RNA を抽出した。アガロースゲルで RNA
精製度を確認後 cDNA へ逆転写を施した。ropB,mga,lacD1,CcpA のプライマーによりリアルタイ
ム PCR を実施し、三刺激の有無で増減する制御因子を測定した。spy1622 遺伝子欠損株は、繊
毛遺伝子の発現を測定した。spy1588 遺伝子欠損株は、mga 遺伝子の発現を測定した。 
 ④ウエスタンブロット 
spy1622遺伝子が繊毛発現に関与していることを確認するために、SF370,1529株およびspy1622
欠損株より外膜タンパク質を抽出、SDS-PAGE、抗 T1抗原抗体によるウエスタンブロットを実施
した。 
 
（２） 新規酸感受性センサータンパク質の解析 
 ①質量分析 
 バイオフィルム産生培地で培養した菌体から膜タンパク質分画を抽出した。また、産生した
バイオフィルムからタンパク質を 4M 尿素で抽出、脱塩し、バイオフィルムタンパク質を抽出
した。これらのタンパク質を SDS-PAGE で分離、CBB 染色後、遺伝子欠損により産生抑制を受け
たタンパク質バンドを LC-MS 質量分析器でタンパク質を同定した。同定したタンパク質の酸刺
激による挙動は、リアルタイム PCR により調査した。 
 ②プロモーター活性 
 質量分析で新規に同定された、酸刺激を感受する二成分制御因子センサータンパク質の情報
伝達系を調べるため、mga プロモータ活性を調査した。大腸菌と連鎖球菌のシャトルベクター
pNU212km へ mga プロモーター領域の遺伝子配列とホタルルシフェラーゼ遺伝子を連結した
pNU212(mga-luc)を、3-1 で作製した遺伝子欠損株へ導入した。バイオフィルム産生培地で菌体



を培養後、ルシフェラーゼ活性を測定し、pHの変化とプロモーター活性変化を測定した。 
 ③SPY1588 センサータンパク質の立体構造解析およびバイオフィルム産生 
 I-TASSER サーバにより SPY1588 センサータンパク質の立体構造を解析後、CueMol2 ソフトウ
ェアによりタンパク質の静電ポテンシャルを計算し、酸を感受すると考えられる負電荷領域を
検討した。 
 負電荷を担うアミノ酸を特定し、そのアミノ酸をポイントミューテンション法によりアミノ
酸置換を施した。pNU212 ベクターへアミノ酸置換した spy1588 遺伝子を結合させ、spy1588 欠
損株へ導入した。バイオフィルム産生培地で酸性状況下培養し、酸を感受するアミノ酸部位を
検討した。 
 
４．研究成果 
 A 群連鎖球菌の劇症化制御遺伝群の検討 
 研究方法の（１）②の実験より、SPY1622 センサータンパク質は酸を感受してバイオフィル
ム産生に関与していることが示唆された（図１右）。ミュータンス菌に SPY1622 と相同性が高い
HK11 が存在し、ミュータンス菌でも酸感受性とバイオフィルム産生に関与していると報告され
ていることから、SPY1622 も同様の酸感受性機構が存在していることが示唆された。 
 （１）②③の実験より、ウエスタンブロット（図１左上）およびリアルタイム PCR（図１左
下）による解析から、SPY1622 が酸を感受後に繊毛を発現してバイオフィルム産生に関与して
いることも新たに解明された。 
 さらに、リアルタイム PCR の解析から、毒素タンパク質の発現制御を行う mga 遺伝子が、酸
感受後に変化することが明らかとなった。これらの結果から、二成分制御因子が酸感受後に Mga
タンパク質へ情報を伝え、Mga タンパク質の誘導に関与することが示唆された。 
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 （１）②の実験結果より、SPY1622 センサータンパク質が酸感受性を示す結果以外に、新規
に SPY1588 が酸感受性を示し、バイオフィルム産生に関与する結果が得られた。このセンサー
タンパク質の酸感受性機構を解析するために、（２）①の質量分析を行いバイオフィルム産物か
ら情報伝達系を調査した。その結果、バイオフィルムの構成成分として Mタンパクが突き止め
られた。リアルタイム PCR の結果と（２）②のプロモーター活性の解析結果から、SPY1588 が
酸感受後に mga プロモーターを活性化し、M タンパクを産生してバイオフィルム産生を行う一
連の情報伝達系が明らかとなった。さらに、（２）③の SPY1588 の立体構造解析と静電ポテンシ
ャル解析、アミノ酸置換によるバイオフィルム産生の結果から、SPY1588 は負電荷領域で酸と
インタラクションすることが示された。 
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