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研究成果の概要（和文）：Streptococcus suisの髄膜炎由来株、心内膜炎由来株およびその無莢膜株では、無莢
膜株の方が有莢膜株より高い細胞障害性と細胞侵入性を示した。オートファゴソームマーカーGFP-LC3を強発現
した細胞株でファゴソームの形成が観察されたが、侵入した菌の数が少なく、細菌のトランスクリプトーム解析
は困難だった。そこで、侵入に重要と思われる細胞壁タンパク質遺伝子（22個）の欠失変異株を作製したとこ
ろ、4つの変異株において、バイオフィルム形成能と接着能が低下していた。そのうち2つの遺伝子での2重遺伝
子欠失変異株を作製したが、バイオフィルム形成能および細胞への接着能がさらに低下することはなかった。

研究成果の概要（英文）：Capsule-negative Streptococcus suis of porcine endocarditis and meningitis 
origins showed a higher degree of cytotoxicity and invasion to cultured cells compared with those of
 capsule-positive bacteria. Autophagy was observed in cultured cells expressing GFP-LC3, a biomarker
 of autophagosomes; however, number of invaded cells were very few and the transcriptome assay could
 not be performed. Twenty-two genes encoding cell-wall proteins, which were thought to play an 
important role in invasion, were individually deleted in the capsule-negative S. suis strain. Four 
deletion mutants showed lower level of biofilm formation and two of them and two other deletion 
mutants showed lower level of adherence to cultured cells compared with the parent strain; however, 
each of double-gene deletion mutants did not altered the levels of biofilm formation and adherence 
to cultured cells.

研究分野： 獣医細菌学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Streptococcus suis無莢膜株が無莢膜株より高い細胞障害性と侵入性を示した成績は、これまで無毒と思われて
いた菌の新たな病原性を示した成績と言える。また、これまで全く知見がなかったStreptococcus suisにおいて
もオートファジーが誘導されることが明らかになり、本菌感染症における感染初期段階での宿主応答が発症また
は治癒における重要な通過点であることが明らかとなった。これらの成績は、本菌感染症の予防や症状重篤化阻
止に向けた新たな対策法開発にとって重要な知見となった。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

豚レンサ球菌(Streptococcus suis)は、ブタやヒトに髄膜炎や心内膜炎を起こす人獣共通感染症
の病原細菌で、近年世界中でブタとヒトの感染例が報告されている。本菌の莢膜は、食菌作用
回避に関与する重要な病原因子と考えられているが、研究代表者らは、心内膜炎病変部には本
菌の有莢膜菌だけでなく、毒力が低いと思われた無莢膜菌が共存し、双方が互いの弱点を補っ
て病変を形成した可能性を見出した。一方、A 群レンサ球菌(Streptococcus pyogenes)が宿主細胞
に侵入すると、細胞は自然免疫であるオートファジーによってそれを排除しようとすることが
知られている。しかし、S. suis が宿主細胞に侵入することは知られているが、その後のオート
ファジー誘導性については全く知見がない。また、オードファジーと莢膜の有無の関係につい
ても全く知られていなかった。 
 
２．研究の目的 

本研究では、S. suis が宿主細胞へ侵入した後の、細胞のオートファジーによる排除機構の誘
導と菌によるその回避メカニズムおよび一連の過程における有莢膜菌と無莢膜菌との協働を明
らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 

本研究の目的を達成するため、以下の実験を行った。 
1) 臨床的に強毒株が多い血清型２型の P1/7 株[MLST 型別による Sequence Type (ST)1, sly (+)]

と SUT2083 株(ST28, sly (-))、およびこれらから実験室で作製した無莢膜変異株の DAT696
株, SUT2080 株を加えた４株を用いた。これらの株をヒト子宮頸癌由来細胞（HeLa 細胞）、
カナダ・モントリオール大学・獣医学部より分与を受けた新生子豚の気管上皮細胞（NPTr
細胞）及び豚の脳微小血管内皮細胞（PBMEC 細胞）に感染した際の細胞障害性を取りパン
ブルー染色による生死細胞数算定で評価した。 

2) 上記培養株化細胞を通常のプレートに培養したところに、4 菌株をそれぞれ感染させ一定時
間培養後、ゲンタマイシンおよびペニシリンを添加し、細胞外の細菌を死滅させた状態にし
てから、細胞を低濃度の Triton X-100 で溶解し、細菌を寒天培地で培養して、コロニー数を
測定することにより、S. suis の細胞侵入性を評価した。 

3) オートファゴソームのマーカーである GFP-LC3 を強発現した細胞株を作製し、4 菌株を感
染させた場合にオートファゴソームが形成されるか観察した。 

4) 細胞侵入の最初の過程で重要な働きをすると考えられる細胞壁タンパク質に着目し、ST28
の無莢膜株を用いてゲノム上にあるそれらの遺伝子（22 個）のそれぞれを欠失した変異株
を作製し、それらのバイオフィルム形成性および細胞への接着性を観察した。 

 
４．研究成果 
1) 細胞障害性 

P1/7、DAT696、及び SUT2080 株はいずれの細胞に対しても毒性を示さず、SUT2083 株が両
細胞に毒性を示した。 
2) 細胞侵入性 

4 菌株の培養株化細胞への侵入率は、これまで報告のあった Streptococcus pyogenes での細胞侵
入率に比べて 1/10 以下の低いものであったが、莢膜の有無で比較すると、無莢膜株の方が有莢
膜株より有意に高かった。これらの成績から ST によって細胞毒性に差異はあるものの、莢膜
の有無が細胞内侵入率に影響することが示された。 
3) オートファジーの観察 
用いた 4 菌株は、いずれもオートファジーに認識されていた。これらの成績から、S. suis は、

無莢膜菌が莢膜を保有する菌と比較し高い細胞内侵入能を示し、さらに宿主細胞内侵入後は、
莢膜の有無に関わらずオートファジーによって認識されることが明らかとなった。 

しかし、オートファジーからの回避など細胞内動態や、Transwell プレートで培養した細胞
を用いた細胞からの脱出における有莢膜菌と無莢膜菌の協働の観察については、実験条件の調
整に難航し実現できなかった。細胞における動態を十分に観察できていないことから、当初予
定していた RNA-seq によるトランスクリプトーム解析は実施できなかった。 
4) 細胞壁タンパク質遺伝子欠失変異株の性状 

22 個の遺伝子のうち 1 個を除く 21 個の遺伝子欠失変異株を作製できた。1 個については成
育に必須な遺伝子のため欠失変異株は作製できなかった。個々の遺伝子欠失変異株のうち、4
つの遺伝子欠失変異株において、バイオフィルム形成能、またそのうち 2 つおよび別な 2 つの
遺伝子欠失変異株で細胞への接着能が低下していた。そこで、前者の 4 つの遺伝子から 2 つを
とった 4 通りの組み合わせで遺伝子欠失変異株を作製して同様に調べたが、バイオフィルム形
成能および細胞への接着能がさらに低下することはなかった。 
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