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研究成果の概要（和文）：マスト細胞はアレルギー反応で中心的な働きをする免疫細胞の一種である．本研究に
より、Streptococcus oralisなどのミティス群口腔レンサ球菌が産生する過酸化水素が、マスト細胞株のIgE-抗
原複合体による脱顆粒反応を抑制すること、その抑制には過酸化水素による細胞死が関与していることが明らか
になった．この細胞死にはリソソームのダメージが関与していた．
ついで、マウス花粉症モデルを用いて、菌由来の過酸化水素が動物レベルでアレルギー反応を抑制するかどうか
を検討した．その結果、鼻腔内にS. oralisあるいは過酸化水素を投与したマウスでは花粉刺激によるクシャミ
反応が減少することが示された．

研究成果の概要（英文）：Mast cells play central roles in allergic reaction. In this study, we found 
that H2O2 produced by mitis group streptococci such as Streptococcus oralis reduced degranulation of
 mast cells stimulated with IgE-antigen complex. The reduction of the degranulation was related to 
the H2O2-induced cell death. Lysosomal dysfunction by H2O2 seemed to contribute to the unique cell 
death. Using mouse model of pollen allergy, we found that streptococcus-derived H2O2 reduced the 
sneezing of the sensitized mice challenged with cedar pollen. These results suggest that H2O2 
produced by the oral mitis group streptococci is able to disrupt the host allergic reaction.

 

研究分野： 口腔細菌学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
口腔ミティス群レンサ球菌が産生する低濃度の過酸化水素が宿主の免疫応答やアレルギー応答に影響を与える可
能性が示された．口腔常在細菌の代謝産物にそのような作用があることは従来全く想定されておらず、常在細菌
が宿主に与える影響を考え直す必要があるのではないかと思われる．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 

 口腔レンサ球菌は口腔から最も多く分離される菌種であると共に、デンタルプラークの重要

な構成員である。乳幼児において歯の萌出の際に最初に歯面に定着するのが Streptococcus 

oralis などのミティス群に属する口腔レンサ球菌である。このグループのレンサ球菌は、口腔

常在細菌のなかでは病原性が強く、抜歯や口腔外傷などによって血液中に入ると菌血症や感染

性心内膜炎を引き起こす。疫学調査では菌血症の患者から分離されるミティス群レンサ球菌の

比率は A 群レンサ球菌や B 群レンサ球菌と比肩するほど多いと報告されており、臨床的にも

重要なグループのレンサ球菌であることに間違いはない． 

 これまで申請者のグループは、口腔ミティス群レンサ球菌とそれが産生する過酸化水素が炎

症応答を誘導し、口腔の上皮粘膜バリアを破壊する可能性を明らかにしてきた。一方、アレルギ

ー応答に中心的な役割を果たすマスト細胞は、皮膚や粘膜に多く存在しており、上皮粘膜バリア

の炎症がマスト細胞を活性化するという報告も多くみられる。本申請研究では、ミティス群口腔

レンサ球菌がマスト細胞やアレルギー反応に影響を及ぼす可能性を探ることにした． 

 

２．研究の目的 

 

 本研究では、ミティス群口腔レンサ球菌由来の過酸化水素がマスト細胞に与える作用を明ら

かにし、ついで、マウスをモデルとして、菌由来の過酸化水素が宿主の花粉症や金属アレルギー

に及ぼす影響を調べることを目的とした。 

 

 

３．研究の方法 

 

(1) 菌株と細胞株 

 ミティス群口腔レンサ球菌として主にS. oralisとその過酸化水素産生欠損株 (spxB KO) を、

また、マスト細胞株としてはラット RBL-2H3 を用いた． 

(2) ミティス群口腔レンサ球菌が in vitro でマスト細胞に与える影響 

 細胞の培養系で、抗生物質を含まない培地に S. oralis などのレンサ球菌を加え、マスト細

胞の変化を観察した．細胞死はトリパンブルー染色法と LDH の定量によって測定し、アポトー

シスの有無は FITC-アネキシン Vを用いた蛍光染色で判定した． 

(3) マスト細胞の脱顆粒反応 

 抗原として DNP (ジニトロフェノール)、IgE 抗体として市販のモノクローナル抗 DNP 抗体

をそれぞれ用い、この抗体‐抗原複合体刺激によるマスト細胞の脱顆粒反応に伴い細胞外に遊

離されるヘキソサミニダーゼの酵素活性を定量した． 

 (4) マウス花粉症モデル 

 マウスにスギ花粉をアジュバントと共に腹腔内投与することにより、花粉感作マウスを作出

した．この感作マウスの鼻腔に花粉を投与した際のクシャミと鼻掻きの回数を花粉症における

アレルギー応答の指標とした．感作マウスの鼻腔内にミティス群レンサ球菌を感染させた場合、



あるいは過酸化水素を投与した場合のアレルギー応答（クシャミ・鼻掻きの回数）の変化を調べ

た． 

 

 

４．研究成果 

 

(1) ミティス群口腔レンサ球菌が in vitro でマスト細胞に与える影響 

 細胞培養の系で，マスト細胞にミティス群口腔レンサ球菌を感染させると，数時間以内に細

胞死が始まり，24 時間経過後にはほぼ全ての細胞が死滅した．過酸化水素を分解するカタラー

ゼ処理によってこの細胞死が抑制されることから，菌の代謝産物である過酸化水素が細胞死を

引き起こすことが判明した．数 mM 濃度の過酸化水素を単独で添加した場合も，同様な細胞死

が引き起こされた． 

(2) ミティス群レンサ球菌由来の過酸化水素による細胞死 

 細胞死のメカニズムを知るために，細胞核を蛍光染色して観察すると，一部の細胞ではアポ

トーシスに特異的な細胞核の縮小・分断化が見られた．しかしながら，アポトーシスに関与す

るカスパーゼの阻害剤を添加しても細胞死の抑制は見られなかった．ウエスタンブロット法に

よりカスパーゼの活性化を調べたところ，プロカスパーゼも含めたカスパーゼそのものが急速

に分解されてしまうことが分かり，細胞死に伴って非特異的な細胞内タンパク質の分解が引き

起こされることが示唆された．さらに、Annexin V 蛍光染色キットを用いて調べた結果もアポ

トーシスを否定するものであり（図1）、菌由来の過酸化水素がマスト細胞に対して未知の細胞

死プロセスを引き起こしている可能性が高いと考えられた．LysoTracker 染色法ではリソソー

ムのダメージが認められることなどから、フェロトーシスによる細胞死の可能性が考えられた

が、その詳細を明らかにするには至らなかった。 

(3) 菌由来の過酸化水素がマスト細胞の脱顆粒反応に与える影響 

 マスト細胞は IgE 抗原抗体複合体刺激により，ヒスタミンやプロテアーゼなどを放出する脱

顆粒反応を引き起こす．そこで，DNP を用いた脱顆粒反応の実験系を確立し，ミティス群レン

サ球菌を感染させた場合の脱顆粒反応の変化を調べたところ，細胞死に伴って脱顆粒反応が抑

制されるという知見が得られた．同様に、数 mM 濃度の過酸化水素単独でも同様に脱顆粒反応

が抑制された．菌の感染量、過酸化水素の濃度依存性、抑制反応の経時変化などの結果から、

細胞死が直接脱顆粒反応を抑制していることが示された． 

(4) マウス花粉症モデルにおけるミティス群レンサ球菌感染の効果 



 マウス花粉症モデルに関しては多くの論文が発表されているが、それぞれの研究グループに 

よって用いる花粉抗原、マウス系統、免疫方法など実験系に相当な差異がある．これらの報告

を参照して何通りかの実験を行ったが、マウスに花粉症を誘発させるためには様々な変更が必

要であったが、最終的にはマウスの8割以上にスギ花粉による花粉症を誘発させることが可能に

なった． 

 ついで、感作マウス鼻腔にスギ花粉を投与するとマウスは頻繁なクシャミ反応を示し、鼻掻

き回数も急増する。花粉投与前に S. oralis を鼻腔内に投与したマウスでは有意にクシャミ・

鼻掻きの回数が減少し、過酸化水素の投与でも同様に花粉症の症状が軽減した。この結果は、

in vivo でも口腔レンサ球菌由来の過酸化水素が花粉症におけるマスト細胞の脱顆粒反応を抑

制する可能性を示唆するものである（図2）。 

 

 なお、本研究期間の間、2018 年（平成 30 年）に、大阪北部で M6 超の地震が発生し、申請者

の所属する大阪大学もそれなりの被害を受け、数か月の研究中断を余儀なくされた．さらに、

2020 年（令和 2年）春から SARS-CoV-2 コロナウイルス感染が拡大し、緊急事態宣言などの制約

を受けて研究の遂行が困難になってしまった．これらの影響で、当初の研究計画が大幅に狂って

しまったことを付記しておきたい． 
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