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研究成果の概要（和文）：インターメディウスレンサ球菌を用いて表層線毛を精製した。また、本線毛の１成分
である組み換えSaf2、Saf3も用いた。これらをリガンドにしたアフィニティビーズを作成し、マウス肝臓中の結
合物質を検索したところ、結合はSaf2で起こっており、カルバモイルリン酸合成酵素が同定された。相同性検索
では、レンサ球菌の表層タンパクが抽出され、立体構造の解析から相同性を示すのはSaf2分子の中程よりやや下
流域の65アミノ酸の部分に相当した。

研究成果の概要（英文）：The particular cell-surface fimbriae was purified from a  Streptococcus 
intermedius strain.  In this study, Saf2 and Saf3 proteins which were structural component of  the 
fimbriae, were also used for making affinity agarose beads as ligand.  Carbamoyl phosphate synthase 
was identified as Saf2-binding molecule by affinity purification technique from liver extract.  
Homologous search provided four molecules of other streptococcus species, and functional domain for 
adherence was identified in the short peptide composed of 65 amino acids located a little 
down-stream from mid-point of Saf2 protein.

研究分野：予防歯科学
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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 
現在では化学療法が発達し、細菌感染症は以

前のような脅威ではなくなった。しかし耐性

菌の出現により、これまで問題にならなかっ

た弱毒菌を含めて、新たな脅威が生じている。

ヒト口腔常在菌叢の主構成成分はレンサ球

菌であるが、 これらはデンタルカリエスの

原因になるだけでなく、基礎疾患を有してい

るヒトでは肺炎、心内膜炎、髄膜炎、各種の

膿瘍などの日和見感染をひき起こすことが

知られている。我々は長年、口腔アンギノー

サスグループレンサ球菌のひとつであるイ

ンターメディウスレンサ球菌について病原

性の研究を進めてきた。本菌は重度う蝕によ

る根尖膿瘍だけでなく、肺炎の原因になった

り、脳や肝臓で膿瘍を形成することが報告さ

れている。実際、鹿児島大学附属病院でも年

数件の報告が ある。病態の解明、診断、予

防法、治療法の確立には分子レベルでの解析

が不可欠である。本菌の病原因子はいくつか

報告があるものの、実際の感染、発病に際し

ての分子機構の解析は未だ不明瞭である。細

菌感染の成立においては菌体側、宿主側双方

について定着因子の解析がされ、相当数の研

究が蓄積されている。これらの知見に基づい

てカギとカギ穴の関係で定着機構が説明さ

れることが多い。我々もインターメディウス

レンサ球菌について菌側の付着因子が菌体

表層の線毛であること、宿主側因子は唾液凝

集素であることを示した。さらに口腔内常在

菌の多くが唾液凝集素を介した口腔組織へ

の定着・感染機構を利用していることが確認

されている。  

遺伝子解析の結果、本線毛は少なくとも５

つの遺伝子のクラスターからなり、ソーテー

スＣ酵素によりコアタンパク Saf3 が縦列

に重合して巨大な線毛構造を形成していた。

さらに変異体を使った実験から、このコアタ

ンパクが唾液凝集素を認識していることが

判明した。しかし、上記した宿主の各臓器へ

の感染機構はほとんどわかっていない。他の

菌種を使った既報では付着機能はコアタン

パクではなく線毛の先端に位置するチップ

タンパクに存在していた。そこで、インター

メディウスレンサ球菌でも線毛のチップタ

ンパクと思われる Saf2 に宿主への付着機

能があり、深部感染に関与している可能性が

示唆された。なお Saf1 は転写制御因子であ

ることが分かっている。  

脳や肝臓の膿瘍で分離される菌はアンギ

ノーサスレンサグループレンサ球菌の中で

もインターメディウスレンサ球菌が優位を

占めている。これまでの研究から本研究の対

象である線毛は遺伝子、タンパクの両方でイ

ンターメディウスレンサ球菌に限局してお

り、このことからも宿主の深部感染への本線

毛の関与が示唆されている。 

 
２．研究の目的 
これまでの研究により、口腔インターメディ

ウスレンサ球菌の臨床分離株から線毛を同

定、精製し、遺伝子情報まで決定していた。

構成遺伝子を操作した変異体の解析からコ

アタンパクSaf3に唾液凝集素への結合能 が

確認できたが、本来付着因子であるはずの線

毛先端に位置するチップタンパク Saf2 の

役割は未確認であった。本研究では、Saf2 タ

ンパクが脳、肝臓などへの宿主深部への感染

症の成立に重要な働きをしている、との仮説

に基づき役割を解析していくことを目的と

した。  

本研究の第１の目的での第１段階は Saf2

タンパクの形態学的同定である。既報の他の

グラム陽性菌の研究から Saf2 が対象の線毛

のチップタンパクである可能性は非常に高

い。しかしチップタンパクは既知の遺伝子ク

ラスターの最下流に存在する srtC よりも

下流に未同定の遺伝子として存在している

可能性は否定できなかった。このため、形態

的に Saf2 タンパクがチップタンパクである

ことを確認する必要があった。このためには

免疫学的手法を用いた電子顕微鏡による観

察 により確認が可能である。一方で Saf1 

よりも上流域は長い遺伝子のない領域が存

在しており、この領域にチップタンパクはな

いものと考えた。  

第２段階はチップタンパク（まず間違いな

く Saf2 タンパクだと考えている）の宿主側

の標的物質を同定することであった。感染宿

主の病変でも特定の臓器に限局して病変を

作るのは、これらの細胞が特異的に標的物質

を有していることを示唆している。この目的

には遺伝子操作により作成したチップタン

パクを精製して、これに付着する宿主 細胞

成分を精製、同定する。この段階で細菌側付

着因子と宿主側標的因子を決定できるので、



分子構造解析を行うことで両分子間の結合

機構を解析した。 

本研究の第２の目的は宿主の深部感染に

関する主要な病原因子の同定である。アンギ

ノーサスグループレンサ球菌 では、これま

でに 10 数個の病原因子が報告されているが、

実際の疾病において主要な働きをしている

因子はよく分かっていない。このため、深部

感染症の患者さんから分離した菌株につい

て、本線毛を含めた既報の病原因子の存在を

スクリーニングすることで、病気との関連付

けを行った。  

  本研究の第３の目的はヒトの口腔検体を

非検材料として、本線毛あるいは上で調べた

病原因子を持った菌株をスク リーニングす

ることで、リスク判定をすることであった。

口腔常在菌叢の細菌構成は個人間でかなり

の相違が報告され、その多くは生涯を通じて

よく保存されている。このため、発症前に個

人について特定の病原因子を持つ細菌を保

有しているかどうかの情報は、その後のリス

ク、予後を判定する上で有効である。 

 
３．研究の方法 
①菌体表層の付着物質 Saf2 の組換えタンパ

ク精製：使用するインターメディウスレンサ

球菌の線毛遺伝子であるsafクラスターは既

に同定済であった。この中で Saf3 はコアタ

ンパクであることが分かっているので、もう

ひとつの細菌細胞壁結合配列を持つ Saf2 に

注目した。この遺伝子配列も分かっているの

で（AB326213）この情報と、親株の DNA を

基にして組換えタンパクを作成した。方法は

標準的な大腸菌を用いた系を使いた。発現し

た組換えタンパクはタグを使って精製した。  

②Saf2 タンパク質に対する抗体の作成：精製

タンパクはマウスに数回皮下注射して抗体

を作成する。 

③チップタンパクとしての Saf2 の同定：作

成した抗体を用いて免疫染色法にて Saf2 の

局在を確認する。方法として電子顕微鏡によ

る免疫金染色法を予定している。  

④感染宿主の標的物質の同定：組換え Saf2

タンパクを合成樹脂ビーズに化学的に結合

したアフィニティビーズを作成する。マウス

の各臓器を摘出して溶解液中ですり潰すこ

とにより抽出液を調整する。先に作成したビ

ーズにより結合物質を精製する。得られた物

質は質量分析によりデータベースと照合し

て同定し、標的物質とする。 

⑤ Saf2 タンパクと宿主標的物質の結合機構

の解析：宿主標的物質が同定されれば、遺伝

子情報がデータベースより得られるので、市

販のヒトおよびマウス組織由来のRNAを基に

して組換え標的タンパクを作成する。さらに

部分変異を導入したタンパク、部分タンパク

を作成して Saf2 タンパクとの結合機構を

解析する。結合実験系は ELISA 法のような

免疫学的方法、表層プラズモン共鳴法を用い

る。 

⑥プロテオーム解析による結合機序の解析： 

上の実験で得られた結果から結合様式をコ

ンピューターによる分子モデルリングによ

って解析する。Saf2 タンパクと本研究で同

定された標的物質の構造シミュレー ション

を行うことで結合メカニズムを解析する。こ

れらの結果から、再度部分タンパク、変異導

入により詳細な結合機序の解析を行う。 

⑦白血球の貪食抵抗性の評価：細菌の表層線

毛のもう一つの主要な役割として白血球抵

抗性があげられる。生体の深部組織に侵入す

る際には宿主の抵抗因子として白血球が主

要な役割を果たしている。そこでヒト末梢血

あるいは分離した白血球と、野生型あるいは

線毛の各成分を欠失した変異体を混合する

ことで、生き残った細菌を比較することで抵

抗性を評価する。また、血清の成分を線毛が

結合して異物 としての認識を逃れている機

構が他菌種で報告されている。この場合は組

換え線毛タンパク Saf2, Saf3 に付着する血 

清成分を上記の方法で精製、同定する方法、

あるいは直接、血清をカラムにより各成分に

分離して、それぞれを細菌 と白血球の貪食

実験系に加えて効果のある成分を同定する。

ただし本活性はない可能性もあり得る。  

⑧深部感染症に関連する病原因子の特定お

よび検査法の確立：アンギノーサスグループ

レンサ球菌は既にいくつかの病原因子が報

告されている。しかし、解析は試験管レベル

で行われており、実際の生体での作用は明ら

かではない。鹿児島大学附属病院では年に数

件の深部膿瘍の患者さんを受け入れている。

これらの中にはアンギノーサスグループレ

ンサ球菌が分離される例が珍しくなく、一部

の症例では患部由来の分離菌を保存してい

る。そこで、これらの原因菌を用いて既報の



病原因子について遺伝子解析を行って関連

を評価する。対照は当該の患者さん、あるい

は健常人の口腔由来の同菌種を利用する。原

因菌と対照菌を比較することにより病変に

関与する因子の特定ができるものと予想さ

れる。主要な病原因子を有する菌株を各個人

が口腔内に保有しているかどうかを、口腔材

料（唾液、歯垢、舌苔）を用いた遺伝子診断

によるスクリーニングをすることにより、将

来の深部膿瘍発生の個人レベルでのリスク

判定、診断が可能な検査方法として確立する。 

 
４．研究成果 
用いた細菌はインターメディウスレンサ球
菌で以前に当教室で小児口腔から分離した
ものを用いた。表層線毛は以前報告した方法
で精製した。また、本線毛の１成分である組
み換え Saf2 タンパク質は、本研究が始まる
以前に、元菌の DNA を用いて、PCR により該
当する遺伝子を増幅して発現ベクターに組
み込んで、大腸菌で発現、冷凍保存していた
ものを、精製した。 
 この精製 Saf2 タンパクをリガンドにした
アガロースビーズを作成した。本研究では肝
臓の膿瘍形成能に焦点を当てたため、本研究
が始まる以前から保存しておいたマウスの
肝臓抽出液を出発材料として用いた。この抽
出液を作成したアフィニティビーズと混合
した後、洗浄して付着しなかった成分を除去
した。溶液のｐH を低くすることでビーズと
結合していた成分を溶出、精製することがで
きた。SDS-PAGE による分析では分子量は 15
万程度であった。当該のバンドを切り抜き、
トリプシンで消化した後、質量分析にかけた
ところ、肝臓のミトコンドリア内に存在する
カルバモイルリン酸合成酵素と同定された。
同様な方法で精製線毛をリガンドとしたア
フィニティビーズを用いた場合でも、同じく
カルバモイルリン酸合成酵素が同定された。
一方で Saf3 のビーズを用いた場合には結合
物質は検出されなかった。このことから Saf2
が結合に関与していることが示唆された。 
 肝臓の抽出液を ELISA プレートに吸着、固
相化した後、ラベルした菌混濁液を加えて結
合試験を行ったところ、量依存的に付着量が
増した。この反応中に精製線毛を加えたとこ
ろ、やはり量依存的に付着量に阻害効果が見
られた。さらに阻害物質としてリコンビナン
ト Saf2 や Saf3 を加えた場合は saf2 では阻
害がかかるものの、Saf3 ではそのような効果
は認められなかった。この結果からも、結合
にはSaf2が関与していることが示唆された。 
 そこで Saf2 のアミノ酸配列データを３次
元立体構造解析して、相同性を示す物質をデ

ータベースで検索したところレンサ球菌の
表層タンパク４種類が抽出された。これらは
いずれもコラーゲン結合性、フィブロネクチ
ン結合性を示す付着因子であった。立体構造
の解析から相同性を示すのは Saf2 分子の中
程よりやや下流域の 65 アミノ酸の部分に相
当した。 
 本菌による人での肝臓膿瘍が文献報告さ
れ、また、鹿児島大学病院でも実際に患者に
遭遇するが、通常は健康な人でいきなり発症
することは考え難い。上述のようにカルバモ
イルリン酸合成酵素は通常は肝臓細胞中の
ミトコンドリア中に局在しており、体内に侵
入したレンサ球菌に直接晒されることはな
い。一方で急性肝炎を発症した状況では肝臓
の細胞が破壊されるため、周辺組織に漏れ、
一部は血中に入ることから血中濃度の上昇
が報告されている。そのことから、障害を受
けた肝臓にレンサ球菌が到達することで細
胞外に高濃度に溶出した標的分子（カルバモ
イルリン酸合成酵素）に付着、定着し、感染
が成立するモデルが考えられる。急性肝炎に
ついてはラットで実験モデルが報告されて
おり、今後、この系を使って、得られた分子
モデルが実際に生体で機能するかどうか検
討する予定である。 
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