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研究成果の概要（和文）：連鎖球菌が産生する細胞溶解毒素、分子内環状構造形成毒素、N 末端追加ドメイン含
有毒素、のファミリーから膜コレステロール依存性、ヒト特異性、小児川崎病との関連性などに目を向けて機能
解析を行った。細菌感染臓器における深部膿瘍形成因子であるコレステロール依存性細胞溶解毒素 (CDC)やイン
ターメディリシン (ILY)、小児川崎病発症因子の可能性が高いヒト血小板凝集因子 (Sm-hPAF)、流産との関連が
疑われるバジノリシン (VLY)、を題材として、細菌感染時に対症療法的に使用される非ステロイド性抗炎症薬 
(NSAID) の連鎖球菌由来毒素の活性修飾についての解析を進めた。

研究成果の概要（英文）：Cholesterol dependent cytolysin (CDC), human specific cytolysin (ILY), 
intramolecular ring structure containing streptolysin S (SLS), extra N-terminus domain containing 
CDC (EX-CDC) were produced by Streptococci. These factors involved bacterial infection, and relation
 analysis between structure and function has been performed. Nonsteroidal anti-inflammatory drugs 
(NSAIDs) are used to treat inflammation and pain in bacterial infection. Hepatotoxicity is a known 
side effect of NSAIDs. Effects of N-phenylanthranilic acid (NPA) scaffold NSAIDs on rat liver 
mitochondria were examined. Mefenamic acid (MEF, 200microM) induced mitochondrial swelling. 
Mitochondrial swelling was also observed following the addition of 200microM flufenamic acid (FLU), 
meclofenamic acid (MCL), and tolfenamic acid (TOL). The addition of 50microM MEF, MCL, TOL, and FLU 
had uncoupling effects in mitochondrial inner membrane. These NSAIDs dose-dependently obstructed 
electron transport in the respiratory chain.

研究分野：薬剤学
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１．研究開始当初の背景 
 ヒト口腔内の常在細菌であるアンギノー
サス群レンサ球菌 (AGS) には、血液寒天培
地上でβ溶血性（細胞溶解性）を示す株が存
在する。グラム陽性菌に広く分布するコレス
テロール依存性細胞溶解毒素 (CDC) ファミ
リーは多様な動物種にわたる感染症の病原
因子と考えられてきた。 我々はヒト特異的
に深部臓器（脳や肝臓）に膿瘍を引きおこす
連鎖球菌 Storeptococcus intermedius から、コ
レステロールとは直接結合せず、ヒト細胞膜
と結合して活性（クラスター形成をともなう
膜孔形成）を発現するヒト特異的細胞溶解毒
素インターメディリシン(ILY)を見いだし、
ILY がβ溶血因子の本体であること(Ohkura 
K. et al. Microbiol. Immunol., 48, 677-692, 2004)、
および、ヒト細胞への感染に必須の因子であ
ること(Ohkura K. et al. Microbiol. Immuno., 49, 
681-694, 2005)を明らかにした。さらに ILYを
はじめとするCDCの構造機能解析を通して、
これらの細胞溶解分子の細胞膜結合部位は
柔軟に分子運動を行いながら、常に標的とな
る膜受容体を認識し相互作用しうる状態に
あること(Ohkura K. et al. Anticancer Res., 26, 
4055-4062, 2006)を報告してきた。これまで
ILY以外のβ溶血性 AGS (β-AGS) のβ溶血
因子は不明であったが、最近我々はβ溶血性
を 示 す Storeptococcus anginosus(SA)subsp. 
anginosusのβ溶血因子がストレプトリジン S 
(SLS) ホモログであることを見いだし遺伝子
構造を決定した。なかでも S. angonosus 
NCTC10713 由来の SLS ホモログはタンデム
型の sagA遺伝子(sagA1、sagA2) を有する非
常に特徴的な構造であった (Ohkura K et al. J. 
Bacteriol., 195, 1090-1099, 2013)。現在、他の
β-AGS についてもβ溶血因子の探索を行っ
ており、β溶血因子の AGS 内での分布を明
確にすることで AGS の感染病理の理解が深
まると考えている。 
 S. anginosus の sag遺伝子は Aを先頭に、B
～I と複数の遺伝子領域が繋がった状態で確
認され、AGS 関連のデータベース探索から、
sagA領域は細胞溶解を担い、sagB～D領域は
SagA をはじめとする sag 遺伝子産物の構造
制御を担い、sagG～I 領域は物質輸送を担う
と考えられた。すなわち、sagA～I から産生
される因子は互いの構造変化や活性発現に
必要なツールを提供し合う包括的多機能分
子グループだと考えられ、個々因子の動的構
造機能解析と平行して協調的相互作用につ
いての理解も重要だといえる。我々はこれま
でに、一つの AGS 由来分子が多機能を有す
る例としてヒト血小板凝集因子 Sm-hPAF を
報告している(Ohkura K et al. APMIS, 120, 
56-71, 2011)。Sm-hPAFは小児川崎病の起因菌
とされる口腔内ビリダンス群連鎖球菌 S. 
mitisに由来し、細胞溶解活性とともに血小板
凝集活性を有しており重症症状として動脈
（冠状動脈）血栓形成がある。驚いたことに、
その遺伝子構造は CDC ファミリーに属し、

SLSとも近隣に位置することが明らかとなっ
た。また Sm-hPAFは細胞溶解を担う CDC構
造の他に N 末端側にレクチン様領域を有し、
タンパク質レベルで２つの異なる分子が集
合した構造をとっている。このことは細胞溶
解能を共通の特徴に持つと考えられてきた
CDC の中に血小板凝集という全く別の機能
を有する毒素があることを示しており、sag
遺伝子が産生する分子が多機能性の分子集
団を形成していても不思議ではない。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では主に以下に焦点をおいて
いる。１）SLS ホモログ活性本体の解析：S. 
pyogenes由来SLS様物質には細胞間タイトジ
ャンクション拡張に起因する潰瘍誘発作用
があり、S. anginosusで確認された SLS 分子
についても β溶血以外の活性、例えば動物組
織での潰瘍誘発、潰瘍形成部位でのアポトー
シス誘導（ミトコンドリア内膜透過性遷移誘
導）、などが予想される。２）感染病理の理
解：S. anginosusを培養すると対数増殖期後半
までは培養上清中へ SLS が盛んに分泌され、
菌数が少なく自己生育環境が整っていない
間の外敵からの自己防御を SLS が担ってい
ると考えられる。また SLS作用に動物種特異
性はなく、多様な宿主に対する感染因子とし
て機能している可能性がある。sagA～I 遺伝
子を順次欠失させた変異株の増殖と SLS 分
泌、β溶血能などから Streptococci 感染の仕
組みを理解する。３）SLS受容体の特定：個々
の SLS 分子が非特異的に細胞膜に作用して
膜破壊を引き起こすのか、基点となる受容体
分子を足場として複数の SLS 分子がクラス
ターなどを形成し、膜崩壊へと続くのかを明
らかにする。４）sag 遺伝子産物の動的構造
理解：これまでに動的構造解析から S. 
anginosus由来 SagA1、SagA2は分子内環状構
造の形成によって自らを活性型に変換する
ことを報告した(Ohkura K. et al. Anticancer 
Res., 34, 4627-4631, 2014)。SagB～I分子の動
的構造機構解析を進めて、sagB～I 遺伝子が
協調的に SLS 機能を制御する仕組みを紐解
く。５）また我々は、ガラクトースによる ILY
活性の抑制、および、マンノースによる CDC
活性の抑制を検知しており、糖類（食事内容）
による細胞溶解毒素産生菌の生育、細胞溶解
毒素の分泌・活性発現の制御について解析を
進める。６）上記のことを通じ、連鎖球菌由
来の生理活性物質について、動的構造、機能、
受容体、病態と治療法、を踏まえた考察を行
う。 
 
３．研究の方法 
 アンギノーサス群連鎖球菌 (AGS) の産生
するペプチド、タンパク質の構造機能解析、
および、臨床治療薬との相互作用解析につい
て主に以下の研究を予定している。 １）SLS
の有するβ溶血以外の生物活性（細胞間タイ
トジャンクション拡張による潰瘍誘発作用、



ミトコンドリア内膜への刺激によるアポト
ーシス誘導能など）の検証。２）SLS産生菌
の同定と感染病理の理解。SLS産生菌の sagA 
～ sagI 遺伝子を欠失させた際の、生育状況、
SLS産生能、β溶血活性から、感染に必須な
Sag 分子の組み合わせを検証し感染メカニズ
ムを理解する。３）SLS の標的分子の解明。
特異的な受容体タンパク質との相互作用、も
しくは、非特異的なリン脂質との相互作用を
介して細胞溶解が誘発されるかを解明する。
４）sag遺伝子産物 SagA ～ SagIの動的構造
機能解析と協調制御の検証。５）糖類による
細胞溶解毒素 (SLS、ILY、CDC、Sm-hPAF
等) 産生菌の生育、細胞溶解毒素の分泌と活
性制御の検証、ならびに、腸内常在菌による
SLS関連細胞溶解毒素の産生と潰瘍性大腸炎
などの腸疾患との相関検証。 
 
４．研究成果 
 連鎖球菌が産生する細胞溶解毒素、分子内
環状構造形成毒素、N 末端追加ドメイン含有
毒素、のファミリーから膜コレステロール依
存性、ヒト特異性、小児川崎病との関連性な
どに目を向けて機能解析を行った。細菌感染
臓器における深部膿瘍形成因子であるコレ
ステロール依存性細胞溶解毒素 (CDC)、ヒト
細胞にのみ親和性を示し重篤な症状を引き
おこすインターメディリシン (ILY)、小児川
崎病発症因子の可能性が高いヒト血小板凝
集因子 (Sm-hPAF)、流産との関連が疑われる
バジノリシン (VLY)、を題材として考えると
き、細菌感染時に対症療法的に使用される消
炎鎮痛薬の連鎖球菌由来毒素の活性修飾に
ついての解析を進めた。現在、標的細胞認識
機構を解析し、感染および症状発現の制御、
ならびに、治療薬開発について模索している。 
 
i) ヒト口腔常在アンギノーサス群連鎖球菌
(AGS) は Streptococcus anginosus subsp. 
anginosus (SAA)、S. anginosus subsp. whileyi 
(SAW)、S. constellatus subsp. constellatus (SCC)、
S. constellatus subsp. pharyngis (SCP)、 S. 
constellatus subsp. viborgensis (SCV) 、 S. 
intermediusの 5亜菌種を含む 3菌種に分類さ
れる。SAA や SCC のβ溶血性サブグループ
が産生するβ溶血因子が S. pyogenes (SPy) の
産生するペプチド性溶血因子ストレプトリ
ジン S (SLS) のホモログである。SAWと SCV
の 2亜菌種は SAAや SCCと異なり全株がβ
溶血性を示す。SAWのMAS624株と SCVの
SK1359T株 2亜菌種の sagオペロンは SPyが
持つ典型的な sagオペロンと同様に 9遺伝子
から構成され、その配列は他のβ溶血性 AGS
の sagオペロンと高い相同性を示したが、SPy
などの化膿性連鎖球菌の sagオペロンとは相
同性が若干低かった。また SAWと SCVを含
めβ溶血性AGSの sagオペロンホモログのゲ
ノム配座を比較したところ、各亜菌種により
異なることが確認された。さらにMAS624株
と SK1359T株で sagA遺伝子ホモログ欠失株

を作製した結果、各 sagA 欠失株は非溶血性
となった。以上から SAWと SCVのβ溶血因
子も sagAホモログの翻訳産物の SLSホモロ
グであることが示唆された。 
 
ii) ミトコンドリアADP/ATP透過担体の阻害
剤として知られるボンクレキック酸を基に
して、誘導体 17 個の系列化合物を設計合成
し、それらの ADP/ATP 透過担体への効果を
検証した。作成したうち、KH-1、KH-7、KH-16、
KH-17がスクリーングによって抽出され、な
かでも、KH-7 は内膜の電子伝達系を阻害す
ることなく、ADP/ATP透過担体を特異的に阻
害することが明らかになった。 
 
iii) 2-hydroxyarylidene- 4-cyclopentene-1,3- 
dione 骨格を持つ TX-1123系化合物を設計合
成し、Src tyrosine kinase (Src-K) への効果を検
証した。TX-1123 の Src-K抑制効果が IC50 = 
2.2 μMであり、tyrphostin AG17では IC50が 
> 350μMであることから、Src-K 阻害剤とし
ての TX-1123 の有益性がうかがえた。
TX-1123 と Src-K の相互作用解析から、
TX-1123はATPと同様な部位へ取り込まれて
Tyr416との相互作用が観察され、その際の相
互作用エネルギーは-115.8 kcal/mol であった。
AG17 は、TX-1123 とは異なる部位に配位し
た。AG17の Uncoupling 活性 Cmax = 0.02μ
M、ATP合成阻害 IC50 = 0.0035μM に対して、
TX-1123では Cmax = 2μM、IC50 = 5μM で
あり、TX-1123 の肝ミトコンドリアへの機能
抑制効果が低く、正常細胞毒性が AG17より
低く安全だと考えられた。 
 
iv) 非ステロイド抗炎症薬 (NSAIDs) のうち、
メフェナム酸  (MEF)、メクロフェナム 
(MCL)、トルフェナム酸 (TOL)、フルフェナ
ム酸 (FLU)、ジクロフェナク (DIC)、フェナ
ム酸 (NPA)、ジフェニルアミン (DPA)につき、
ミトコンドリア透過性遷移 (MPT) 誘導能を
評価した。各化合物は特徴的かつ濃度依存的
に MPTを誘導した。シクロスポリン Aに対
し DPAのみ非感受性であり、他の化合物とは
異なる機構でMPTを誘導すると考えられた。
DPA 以外の化合物がプロトノフォア活性を
示したことから、内膜への直接的な作用が
MPT 誘導機構に重要であることが示唆され
た。分子構造解析の結果、フェナム酸系
NSAIDs は立体構造をダイナミックに変化さ
せ、ミトコンドリアとの反応性が最も高かっ
た MCL はミトコンドリア内膜との反応に有
利なた疎水性の配座を多く持つことが伺え
た。 
 
v) COX-2 を選択的に阻害する分子の創製を
目指して、2-Hydroxyarylidene-4-cyclopentene- 
1,3-Dione 骨格を有する系列化合物を設計合
成し、COX阻害能および COXとの相互作用
を検証した。TX-1123は COX-1、COX-2を
阻害作用を示し IC50は各々1.57 x 10-5 M、1.16 



x 10-6 Mであった。TX-1123の COX-1/COX-2 
阻害比 (RC1/C2) は 12.5 であり、COX-2 選択
薬セレコキシブの RC1/C2 (30.8) と近値を示
した。TX-1123 のフェノール性水酸基をメト
キシ化したTX-1925ではCOX-1 (IC50 = 4.77 x 
10-5 M)、COX-2 (IC50 = 1.03 x 10-5 M) に対し
て阻害作用を示し RC1/C2 は 4.63 であった。 
TX-1123から嵩高い 2つの tert-ブチル基をメ
チル基に置換した TX-1918の COX-1、COX-2
に対する IC50 は各々7.35 x 10-5 M、6.56 x 10-4 
Mであり COX-2選択性は低かった (RC1/C2 = 
0.11)。COX-2分子中には 3カ所のリガンド結
合ポケット (A ~ C)の存在が予測され、
TX-1123 は ポ ケ ッ ト B に 結 合 し 、
4-cyclopentene-1,3-dione 部位の 2 つの酸素原
子が各々COX-2 Cys26および Gln447との間で
水素結合を形成することが示唆された。 
 
vi) コレステロール依存性細胞溶解毒素
（CDC）は、細菌が産生する膜孔形成毒素で
ある。近年、コレステロールを受容体とする
典型的な CDC において、糖との相互作用が
報告された。本研究では、 Streptococcus 
intermediusが産生し、ヒト型 CD59を受容体
とする非典型的な CDC であるインターメデ
ィリシン（ILY）について、単糖との相互作
用を検討した。その結果、ILY の溶血活性お
よび細胞膜結合性は D-ガラクトースの存在
下で抑制され、さらに in silico解析によって
ILYとD-ガラクトースの相互作用は ILYの細
胞膜との相互作用部位で予測された。よって、
D-ガラクトースは ILYの細胞膜への結合を阻
害することによって溶血活性を抑制してい
ることが示唆され、D-ガラクトース誘導体は
ILYを産生する S. intermediusによる感染症の
新規治療薬として期待される。 
 
vii) Streptococcus intermedius 感 染 時 の
intermedilysin（ ILY）の細胞溶解に及ぼす
NSAIDs の影響を検証した。His-ILY は 0.1～
10ng/mL で溶血活性を示し、0.5ng/mL で
11.1%、3ng/mLで 57.1%、10ng/mLで 100%の
溶血活性を示した。NSAIDs 共存下では、
His-ILY低濃度域（0.5ng/mL）では殆ど影響が
見られなかったが、 His-ILY 高濃度域
（3ng/mL）で薬物濃度依存的な溶血率増加が
観察された。溶血率の増加は 200μM の
NSAIDs共存下で、ジクロフェナク（40.0%）、
メクロフェナム酸（32.9%）、アセトアミノフ
ェン（26.6%）、メフェナム酸（20.0%）、イブ
プロフェン（14.1%）、ロキソプロフェン
（12.4%）、トルフェナム酸（12.4%）であっ
た。THP-1細胞を用いた検証から NSAIDsの
うち幾つかは細胞溶解毒素の活性に影響を
及ぼすことが示唆され、対症療法的に利用す
る際には毒素の性質に注意を要する。 
 
viii) 脂肪酸結合タンパク質（FABP）は脂肪
酸などの疎水性小分子の細胞内輸送を担う
サイトゾルタンパク質である。大腸菌で発現

させた FABP に結合する薬物の特性を解析
した。1-anilino-8-naphthalene sulfonate（ANS）
は疎水環境で発する。1μM FABP1 と 40 μ
M ANS を混和し、ここへ種々薬物を添加し
て ANS置換反応に伴う蛍光消失を観察した。
アンジオテンシンⅡ受容体拮抗薬（ARB）や
Ca チャネル阻害薬（CCB）が FABP1 に結合
することが示された。これら薬物のアナログ
について FABP1 に対する親和性を比較し、
FABP1 との相互作用を解析した。ARB の一
つが FABP1 に対しオレイン酸に匹敵する高
い親和性を有することを見出し、FABP 研究
のリード化合物として有用であると期待さ
れた。 
 
ix) 糖による S. intermedius の病原性制御機
構 
 アンギノーサス群連鎖球菌である
Streptococcus intermedius（SI）は口腔内常在菌
だが，日和見的に深部臓器に重篤な膿瘍感染
症を引き起こす。肺炎などの呼吸器感染症の
原因菌である可能性も報告され、その臨床的
重要性が高まっている。SIは主要病原因子と
してヒト特異的細胞溶解毒素インターメデ
ィリシン（ILY）を分泌する。この毒素をコ
ードする ily遺伝子の発現は、lacオペロンの
リプレッサーである LacR の制御を受け、環
境中にガラクトース（Gal）が存在するとその
発現量が増加する。また、SI は多基質酵素
MsgA（β-ガラクトシダーゼやβ-N-アセチル
グルコサミニダーゼ活性などを保有）や
NanA（シアリダーゼ）などのグリコシダーゼ
を保有している。これらグリコシダーゼが糖
タンパク質などの糖鎖を分解すると、遊離し
た Galやシアル酸が ILYだけではなく MsgA
と NanAの発現も活性化することで糖鎖分解
を促進する結果、さらにそれらの発現が飛躍
的に増加するという“ポジティブフィードバ
ック様の機構”が働くことを発見した。しか
しながら、ヒト血漿中には ILY、NanA、MsgA
に対する中和抗体が存在し、その機構を抑制
していることも明らかになった。また抗体に
よる抑制だけではなく，ILY 活性は糖によっ
ても影響され、特に Galが強い抑制効果を示
し、反応液中に 9 mMの Galが存在するとそ
の活性が半分に低下することがわかった。な
お、牛胎児血清に NanAとMsgAを作用させ
ると 2.8 mMの Galが遊離するので、生体内
で局所的に Gal濃度が 9 mMを超える可能性
は十分に考えられる。このように、グリコシ
ダーゼにより遊離した糖は SI の病原性を正
に制御するが、宿主側の免疫系と高濃度 Gal
による ILY活性の抑制効果で、その病原性は
調節を受け、SIは宿主との共生関係を保って
いると考えられる。 
 
x) TX-1877に β-glucose、β-galactose、α-mannose、
N-acetyl-β-galactosamine、tetra-O-acetyl β-Glc、
tetra-O-acetyl α-Man (α-Man(OAc)4) 、
tri-O-acetyl β-GalNAc を付加し放射線増感能



と構造の関係を検討した。誘導体(1mM)添加
時の EMT6/KU 細胞の放射線増感率(ER)は
TX-1877 (1.75)、β-glucose体 TX-2141 (1.33)、
β-galactose 体 TX-2218 (1.40)、α-mannose 体
TX-2217 (1.41)で増感能が低下した。
tetra-O-acetyl 体は TX-2244 (2.30)、TX-2246 
(1.88)に増感上昇がみられた。N-acetyl 体
TX-2068 (1.43)とN-,O-acetyl体 TX-2243 (1.47)
で増感能が低下した。TX-1877誘導体への糖
付加で反応性が増大し、dGWは配座エネルギ
ー依存的に低下した。TX-1877へ糖を付加す
ることで分子特性を制御しうると考えられ
た。 
 
xi) 非ステロイド性抗炎症薬（NSAIDs）は、
感染時の発熱や炎症に対症療法的に使用さ
れる。NSAIDsは Streptococcus intermedius由
来膜孔形成性細胞溶解毒素インターメディ
リシン (ILY) の活性を修飾し、なかでもセレ
コキシブ (Cel) は溶血活性を増強する。Cel 
による膜障害のメカニズムを検討した。Cel 
共存下、リポソーム及びヒト赤血球の膜障害
を観測した。Cel は濃度依存的にミトコンド
リアを膨潤させ、内膜のプロトン透過性を亢
進し、呼吸鎖タンパク質機能を阻害した。
Western blot解析では Cel によるミトコンド
リアマトリックスからのタンパク質放出が
確認された。以上の結果より、Cel をはじめ
とする NSAIDsを膜孔形成毒素産生細菌によ
る感染症治療に使用する際には、生体内にお
いて赤血球膜や細胞膜の障害を亢進させる
危険性に留意する必要があると感じた。 
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