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研究成果の概要（和文）：侵襲性レンサ球菌感染症の病態発症過程において，菌体は血流を介して全身に伝播す
る．病原性レンサ球菌が初発感染部位から宿主免疫を回避し血流へ伝播する機構は完全には解明されていない．
本研究では，侵襲性レンサ球菌感染症の原因とされる肺炎レンサ球菌，化膿レンサ球菌，ならびに口腔レンサ球
菌の全身伝播機構について解析を行い，組織侵襲，免疫回避、および血液中での生存に関与する細菌因子を明ら
かにした．

研究成果の概要（英文）：During the onset of invasive streptococcal diseases, bacteria systemically 
disseminate via the bloodstream. The exact mechanism by which pathogenic streptococci evade host 
immunity and disseminate to the bloodstream remains elusive. In this study, we revealed factors of 
pathogenic streptococci, including Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, and oral 
streptococci, involved in tissue invasion, immune evasion, and bacterial survival in the blood 
stream. 

研究分野：細菌学

キーワード： レンサ球菌
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

肺炎レンサ球菌や Streptococcus sanguinisを

含む mitis 群レンサ球菌および化膿レンサ球

菌は菌血症の患者から頻繁に単離される．こ

れらのレンサ球菌種は様々な毒素，付着・侵

入因子，および免疫回避因子を産生するため，

宿主免疫機構から回避するとともに組織を

侵襲すると考えられる．実際，宿主内での免

疫回避と増殖により，肺炎レンサ球菌や化膿

レンサ球菌は致死率の高い侵襲性感染症を

惹起する．また，Streptococcus sanguinisは感

染性心内膜炎の病巣から高頻度に分離され

る．しかし，これらの菌種の免疫回避機構，

血流への侵入機構，および全身への伝播機構

について，詳細は不明である． 

 これまで申請者らは病原性レンサ球菌の

感染部位での定着・増殖機構と免疫回避機構

に着目し，肺炎レンサ球菌や S. sanguinisの新

規付着因子，免疫回避因子を同定し，機能・

構造解析だけでなく，基礎データに基づく新

規治療薬の検索を行ってきた（Sumitomo et al, 

J. Med. Microbiol., 2012・Beulin DS et al, Int. J. 

Biol. Macromol., 2014）．A群レンサ球菌につ

いても同様に，付着・上皮バリア突破機構や

補体免疫からの回避因子に関する研究を行

い，病原性に関与する現象を見出してきた．

しかしながら，これらの菌種が定着部位であ

る上気道，皮膚，および口腔から如何に深部

組織や血流に侵入し，全身へ感染を拡大させ

るかについて詳細は未だ不明であった．肺炎

レンサ球菌や A 群レンサ球菌の血液中での

生存に関わる主要な因子として莢膜を代表

とする複数の因子が報告されてきた．しかし，

莢膜を産生しない菌体が侵襲性疾患を起こ

すという可能性も報告されてきたことから 

(Sumitomo et al, J. Biol. Chem., 2011・Flores et 

al, MBio, 2012・Henningham A et al, J. Biol. 

Chem., 2014)，血中での菌体生存と血中への伝

播には，新たな細菌因子の関与が示唆されて

いた．  

２．研究の目的 

本研究では，病原性レンサ球菌が感染を拡

大させ，深部組織や血中に侵入する際に菌体

生存に影響を及ぼす新規細菌因子の解明を

試みた． 

化膿レンサ球菌については，補体古典経路

を介する溶菌への抵抗性に関与する化膿レ

ンサ球菌の因子を挙げ，タンパク質分解酵素

である PepO に着目し，その機能の解明を目

的とした．また，化膿レンサ球菌の皮膚感染

に伴い形成される化膿性病変の形成過程に

おいて細胞間接着分子の破壊が関与すると

考えられる．これまで，化膿レンサ球菌が産

生する病原因子がタイトジャンクションと

アドへレンスジャンクションの構成タンパ

ク質を分解することが明らかになっていた．

しかし，本菌の感染がデスモゾーム構造に与

える影響は不明であったため，デスモゾーム

の傷害が化膿レンサ球菌の因子により惹き

起こされるかについて検討した． 

 肺炎球菌は肺炎や中耳炎の主な起因菌で

あり，咽頭や上気道等より分離される．髄膜

炎や敗血症などの侵襲性疾患を主に高齢者

に惹起するため，超高齢社会を迎えた我が国

において社会的問題となっている．肺炎球菌

は血液中から脳組織へ伝播し，髄膜炎を起こ

す．本研究では，血中での菌生存と脳組織へ

の菌体伝播に関与する細菌因子を明らかに

することを目的とした． 

 日常の口腔清掃や歯科治療に伴って起こ

る一過性の菌血症は, 特に心疾患患者等にお

いて感染性心内膜炎の原因になる．感染性心

内膜炎の病巣からStreptococcus sanguinisを含

む mitis 群口腔レンサ球菌は高頻度に分離さ

れる. 本菌は, ピルビン酸オキシダーゼであ

る SpxB により高濃度の過酸化水素を産生す

るが，血液中での本菌の生存への影響は不明

であった．そこで，菌由来の過酸化水素が血

中での菌体生存や好中球への細胞毒性に関

与するかについて検討した.  



３．研究の方法 

(1) 化膿レンサ球菌が産生する PepOの解析 

臨床分離頻度が高い血清型について，培養上

清，細胞壁画分，細胞質画分を調製し，抗 PepO

抗血清を用いて PepO の発現と局在をウェス

タンブロット解析により検討した．次に，

PepO とヒト IgG の親和性に着目した．組換

え PepOタンパク質 (rPepO) とヒト IgGの親

和性を競合 ELISA 法により検討するととも

に，表面プラズモン共鳴法によっても解析を

行った．rPepO をセンサーチップに固定し，

ヒト IgG をアナライトとした．PepO が血清

中での菌体生存能に影響するかについて検

討するため，PepO遺伝子欠失株を作製した．

化膿レンサ球菌の野生株と PepO 遺伝子欠失

株を 10% ヒト血清もしくは補体不活化血清

と混和した．37˚Cで 3時間のインキュベーシ

ョンを行った混和液を寒天培地に播種し，生

育した集落数から生菌数を算出した．また，

血清中での野生株と PepO 遺伝子欠失株の菌

形態を走査型電子顕微鏡により観察した．さ

らに，6 週齢の BALB/c マウスの側背部皮膚

に対数増殖期の野生株もしくは PepO 遺伝子

欠失株を感染させ，皮膚病変形成能を観察し

た．また，感染組織のホモジネートと感作ヒ

ツジ赤血球中を混和し，赤血球の溶血により

生じるヘモグロビン遊離を指標に補体活性

化レベルを検討した．さらに，ホモジネート

中のC1q量をウェスタンブロット解析により

検討した． 

(2) 化膿レンサ球菌によるデスモゾーム破壊

機構の解析 

デスモグレイン構成タンパク質であるデス

モグレイン 1 (Dsg1) とデスモグレイン 3 

(Dsg3) の細胞外ドメインの組換えタンパク

質を作製した．臨床分離株の培養上清と反応

させた後，ウェスタンブロット法により Dsg1

および Dsg3 を検出した．反応系への各種プ

ロテアーゼ阻害剤の添加により，分解が抑制

されるかについて同様に検討した．SpeBの組

換えタンパク質と SpeB 遺伝子欠失株の作製

を行い，SpeB 欠失による Dsg 分解能への影

響を評価した．さらに，マウス経皮感染モデ

ルにおいて，SpeB 遺伝子欠失による Dsg 分

解能ならびに病態形成への影響を解析した． 

(3) Streptococcus sanguinis が産生する過酸化

水素の解析 

S. sanguinis の SpxB 遺伝子欠失株と復帰変

異株を作製し，ペルオキシダーゼ反応と発色

基質を用いて培養上清中の過酸化水素産生

量を定量した．健常ヒト末梢血もしくは好中

球に各菌株を感染させ, 経時的に菌体生存率

を算出した. 好中球に対する細胞毒性を乳酸

デヒドロゲナーゼの遊離を指標に検討した．

感染もしくは非感染好中球の DNA を蛍光染

色した．また細胞外核酸の蛍光染色と蛍光強

度の測定により，好中球由来の細胞外 DNA

量を評価した．過酸化水素が好中球の貪食能

に与える影響についてギムザ染色像の観察

により検討した. 

(4) 肺炎球菌が産生するメタロプロテアーゼ 

ZmpCの解析 

肺炎球菌 の ZmpC 遺伝子欠失株を作製し，

脳微小血管内皮細胞内への侵入能を in vitro 

の感染実験により解析した．髄膜炎モデルと

して各菌株を尾静脈から感染させ，経時的に

血中，脳，肺，肝臓，および脾臓における生

菌数を評価した． 

４．研究成果 

(1) 化膿レンサ球菌による補体免疫回避機構

の解析 

PepOは供試した全ての菌株で保存されてお

り，主に培養上清と細胞質画分で発現が認め

られた．組換えタンパク質を用いた解析によ

り，PepO は補体古典経路の上流で機能する

C1qと親和性を有することが明らかになった．

低 pH条件下において，PepOは免疫グロブリ

ンと競合して C1qと結合した．PepO 遺伝子

の変異により，ヒト血清における菌体生存

率は低下しただけでなく，菌体表層構造の



不均一性が電子顕微鏡像で観察された．マウ

ス皮膚感染モデルにおいて，PepO 遺伝子変

異株感染マウスの病巣は野生株感染の場合

と比較して縮小した．また，野生株と比較し

て，PepO 遺伝子変異株の感染による病巣で

は補体活性の上昇とC1q検出量の減少が認め

られた．これらの結果から，PepO は補体免

疫からの回避に寄与し，血中における菌体生

存に関与することが示唆された. 

(2) 化膿レンサ球菌の組織侵襲機構の解析 

臨床分離株の培養上清がデスモグレイン構

成タンパク質であるDsg1およびDsg3を分解

するかについて検討した結果，両組換えタン

パク質の分解が認められた．プロテアーゼ阻

害剤を用いた解析により，システインプロテ

アーゼである SpeB の関与が考えられた．実

際，SpeB遺伝子欠失株の培養上清による Dsg

の分解は認められなかった．また，組換え

SpeB は濃度依存的に Dsg を分解した．マウ

ス経皮感染モデルを用いて解析を行った結

果，野生株感染により発生した病巣は紅斑，

浮腫，びらん，および化膿を伴う病態を呈

し，表皮下への菌体伝播が認められた．また，

Dsg の染色性の低下を認めた．一方， SpeB

遺伝子の欠失により，病巣形成能と菌体伝播

能は低下し，Dsg の染色性は保たれた．これ

らの結果から，化膿レンサ球菌は SpeB のプ

ロテアーゼ活性により細胞間接着を破壊し

深部組織へ伝播することが示唆された.  

(3) 肺炎球菌が産生するメタロプロテアーゼ 

ZmpCの解析 

ZmpC遺伝子の変異により，脳微小血管内皮

への侵入能は低下した．静脈内感染モデルを

用いた解析から，ZmpC は血中における菌生

存率に影響を与えることが明らかになった．

また ZmpC遺伝子変異により，脳組織に侵入

する菌数は増加し，マウス生存率は低下した．

しかし，肺，肝臓，脾臓における菌数に差は

認められなかった．したがって，ZmpC は血

中での菌体生存と脳組織への菌体移行を抑

制することにより，肺炎球菌の病原性を低下

させる可能性が示唆された． 

(4) S. sanguinisが産生する過酸化水素の血中

における菌体生存への影響 

S. sanguinis 野生株もしくは復帰変異株の過

酸化水素産生量は 2.9〜3.5 mMであった. 一

方, SpxB遺伝子欠失株では 0.9 mMに減少し

た. したがって, SpxB は S. sanguinis の過酸

化水素産生を担う主要な因子であることが

示唆された. 次に, 健常ヒト末梢血もしくは

好中球に各菌株を感染させ, 経時的に菌体生

存率を算出した．SpxB 遺伝子欠失株の生存

率は, 野生株および復帰変異株のそれと比較

して, 減少した．したがって，過酸化水素は

末梢血中および好中球存在下での菌体生存

を促進することが示唆された．菌株の好中球

に対する細胞毒性を検討した結果，野生株お

よび復帰変異株と比較して, SpxB遺伝子欠失

株の細胞毒性は減少したため, 過酸化水素は

好中球に対して細胞毒性を有することが示

唆された . 好中球由来の細胞外核酸量は

SpxB 遺伝子欠失により減少することが認め

られた．菌由来の過酸化水素が好中球の貪食

能に与える影響について検討したところ，

SpxB 遺伝子欠失株を感染させた好中球の菌

体貪食数は, 野生株もしくは復帰変異株を感

染させた好中球と比較して, 増加した．以上

の結果から, S. sanguinisのSpxBにより産生さ

れる過酸化水素は, 血中での菌体生存率を上

昇させ, 好中球に対して細胞毒性を有するこ

とが明らかになった． 
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