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研究成果の概要（和文）：化膿レンサ球菌は血清型依存性に多様な線毛を産生する．構造解析の結果から，メジ
ャーサブユニット分子間の静電的相互作用が認められた．変異株と組換えタンパク質を用いた解析から，この静
電的相互作用はメジャーサブユニットの重合度を変化させ，ヒト角化上皮細胞への菌体付着とバイオフィルム形
成能に影響することが明らかになった．したがって，これまでに明らかになっていない線毛分子間の相互作用が
病原性に関与することが示唆された．

研究成果の概要（英文）：Streptococcus pyogenes produce diverse varieties of pili in a 
serotype-dependent manner. Structural analysis of the major subunit indicated electrostatic 
interactions between major subunit molecules. Analysis using mutant strains and recombinant proteins
 revealed that the electrostatic interaction altered the degree of polymerization of major subunits 
and affected the ability of Streptococcus pyogenes to adhere to human keratinocytes and to form 
biofilms. Therefore, it was suggested that the interaction between pilus molecules is involved in 
virulence.

研究分野： 細菌学

キーワード： レンサ球菌　線毛

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
グラム陽性細菌の線毛タンパク質の間に生じる静電作用はこれまで報告されてこなかった．近年，化膿レンサ球
菌の感染症は社会的に問題になっており，ワクチンの開発が求められている．線毛タンパク質はワクチン抗原の
候補とされているため，線毛間相互作用の生物学的意義が明らかになれば，構造と機能を基礎にした抗原設計が
可能になる．また，様々な病原性グラム陽性細菌が同様の線毛を産生するため，他菌種においても新規の線毛間
相互作用の発見に繋がる可能性が考えられた．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
化膿レンサ球菌 (Streptococcus pyogenes) は主にヒトの上気道や皮膚に局所性の化膿疾患を

惹起する．唯一の宿主はヒトである．局所性の化膿疾患が治癒した後，続発症として，急性糸
球体腎炎やリウマチ熱を惹き起こす．壊死性筋膜炎や敗血症を伴う劇症型感染症を惹起する場
合もあり，致死率は約 30%にもおよぶ．近年，感染者数が増加しており，感染予防法と治療法
の開発が待ち望まれている．化膿レンサ球菌は様々な菌体表層分子を介してヒトの細胞に付着
し，組織に定着する．代表的な付着因子として，線毛が知られている．化膿レンサ球菌は血清
型依存性に多様な線毛を産生する．線毛タンパク質はトリプシン耐性抗原 (T 抗原) として知
られ，その抗原性は臨床現場において血清型分類 (T 型別) に用いられてきた．化膿レンサ球
菌の線毛は，1 種のメジャーサブユニットと 1〜2 種のマイナーサブユニットがイソペプチド結
合で連結され，最終的に細胞壁の遊離アミノ基に架橋される．メジャーサブユニット分子内に
はイソペプチド結合が存在し，線毛タンパク質のタンパク質分解酵素に対する耐性と構造安定
性に寄与することが知られていた．また，他のグラム陽性菌の線毛についても同様にイソペプ
チド結合による連結と分子内のイソペプチド結合が線毛構造の安定性に寄与することが報告さ
れてきた．化膿レンサ球菌の線毛の発現機構と機能の解析を行う過程において，これまでに報
告されていないメジャーサブユニット間の分子間相互作用に着目した． 
 
２．研究の目的 
化膿レンサ球菌の対合する線毛メジャーサブユニット 2 分子の間で静電的な親和性が認めら

れたため，この線毛サブユニット間の推定相互作用が in vivo で起こるかについて検証し，線毛
の機能や病原性に関わる表現型に影響するかについて明らかにすることを目的とした.  
 
３．研究の方法 
(1) 化膿レンサ球菌の培養と線毛タンパク質の検出 
 化膿レンサ球菌の培養は大気下で 0.2%の酵母エキスを含む Todd Hewitt 培地 (THY 培地) で
行った． 通常の培養温度である 37˚C と体表温度を反映する 25˚C において菌株を一晩培養もし
くは対数増殖期まで培養した．低張緩衝液を用いて，ムタノリジン抽出により細胞表層画分を
調製した．3～10％アクリルアミドゲルを用いて SDS-PAGE によりタンパク質を展開し，ニト
ロセルロース膜に転写した．室温で 1 時間のブロッキングを行い，0.1％ Tween20 を含む Tris
緩衝液 (TBST) で 3 回洗浄した後， TBST で 1,000 倍希釈した抗メジャーサブユニットマウス
抗血清と 37℃で 1 時間反応させた．ニトロセルロース膜を TBST で 3 度の洗浄後，2,000 倍希
釈したホースラディッシュペルオキシダーゼ標識マウス IgG 抗体と 37℃で 1 時間反応させた．
TBST で 3 回洗浄後，ECL 発光液と反応させ，レントゲンフィルムに密着させてオートグラフ
ィーを行った． 
 (2) 線毛メジャーサブユニット遺伝子変異株とその相補株の作製 
線毛メジャーサブユニットをコードする遺伝子について，温度感受性プラスミドを用いて，

抗菌薬耐性遺伝子を有さないインフレーム遺伝子欠失株の作製を行った．そして，シャトルベ
クターを用いて，野生型もしくは変異型メジャーサブユニット遺伝子を発現させ，再導入株を
作製した．変異型メジャーサブユニット遺伝子には，静電的相互作用を担うと推定されるアミ
ノ酸残基をアラニン残基に変異させるよう設計した．一方，プラスミド保持に必要な抗菌薬の
成長度や表現型に対する影響と線毛サブユニット量の不適切なストイキオメトリが予想された
ことから，メジャーサブユニット遺伝子欠失株の染色体 DNA へ野生型もしくは変異型メジャ
ーサブユニット遺伝子を組込んだ株を作製した． 
(3) 組換えタンパク質の作製 
メジャーサブユニットのシグナル配列とカルボキシル基末端側を除く断片をコードする

DNA をヒスチジンタグ融合タンパク発現プラスミドに挿入し，大腸菌に形質転換を行った．対
数増殖期まで培養を行い，1 mM の Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside を添加し，アミノ基末
端側にヒスチジンタグを融合させたメジャーサブユニット組換えタンパク質の産生誘導を
30˚C で 3 時間行った．菌体を回収した後，破砕し，菌体破砕液を調製した．そして，Ni-NTA
レジンを用いたアフィニティークロマトグラフィー，およびゲル濾過クロマトグラフィーによ
り精製した．得られたタンパク質の濃度は BCA 法により決定した． 
(4) タンパク質分解酵素に対する耐性の検討 
上記で作製した野生型ならびに静電的相互作用を担う残基群に変異を導入した組換えメジャ

ーサブユニットタンパク質とトリプシン溶液を混和し，37˚C で反応させた．経時的に反応を停
止させ，SDS-PAGE とウェスタンブロット解析により，組換えタンパク質の分解を検討した． 
(4) ヒト角化細胞への菌体付着能の検討 
ヒト皮膚由来の角化細胞 HaCaT を用いて菌体付着試験を行った．抗菌薬が非存在下の条件

下で角化細胞数と細菌数 (colony forming unit) の比率を 10 として 2 時間の感染を行った．リン
酸緩衝液で 3 度の洗浄を行った後，超純水で角化細胞を溶解した．段階希釈した溶解液を寒天
培地に播種し，37˚C で 24 時間の培養を行った．生育した集落数から付着率を算出した． 

 
 



(5) バイオフィルム形成能の検討 
一晩培養菌液を C 培地 (0.5% Proteose peptone 3, 1.5% Yeast extract, 10 mM K2HPO4, 0.4 mM 
MgSO4, 17 mM NaCl) で 10 倍希釈し，96 穴プレートに播種し，24〜48 時間の培養を行った．
リン酸緩衝液で 3 回洗浄し，0.2％ クリスタルバイオレット溶液で染色した．リン酸緩衝液で 3
回洗浄後，100 µl の 1％ SDS 溶液で懸濁し，その吸光度 (A550)を測定した． 
 
４．研究成果 
メジャーサブユニット遺伝子の欠失株にシャトルベクターを用いて野生型もしくは変異型メ

ジャーサブユニット遺伝子を発現させた菌株を用いた解析から．変異によりメジャーサブユニ
ットの重合度は上昇することが明らかになった．さらに，染色体 DNA に同様の変異を導入し
た変異株を作製し，細胞壁画分の線毛発現を検討した結果，同様の傾向が認められた．変異型
メジャーサブユニットには静電的相互作用を担うと推定されるアミノ酸残基をアラニン残基に
置換させたことから，メジャーサブユニットの分子間相互作用が線毛重合過程に影響を与える
ことが示唆された．野生型ならびに変異型の組換えメジャーサブユニットタンパク質を作製し，
タンパク質分解酵素に対する感受性を検討した結果，感受性に有意な差は認められなかった． 
上記菌株の培養皮膚角化細胞への菌体付着能とバイオフィルム形成能に及ぼす影響について検
討した結果，菌株依存的に変化が認められたため，メジャーサブユニットの分子間静電的相互
作用は宿主との相互作用とバイオフォイルム形成能に影響を及ぼす可能性が考えられた． 
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