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研究成果の概要（和文）：Streptococcus dysgalactiae subsp equisimilis (SDSE)の劇症型感染症発症メカニ
ズムは不明な点が多い。その要因の一つとして、適切な感染実験系がないことが挙げられる。そこで、本研究は
3次元ヒト皮膚組織モデルを用いて、感染実験系の構築を試みた。まず、皮膚モデルに脂肪細胞を添加しモデル
の改良を行った。このモデルに侵襲性感染症由来株を感染させたところ、上皮の破壊や組織の障害が認められ
た。また、一部の株では組織上にバイオフィルム様構造が形成されることを見出した。このバイオフィルム形成
が抗菌薬感受性試験と治療効果の乖離に関与している可能性が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Little is known about the mechanism of the onset of Streptococcus 
dysgalactiae subsp equisimilis (SDSE) infection. One of the reasons for this is because there is no 
appropriate infection model. In this study, we tried to construct the infection model using a 
three-dimensional skin tissue culture system. To make the model more accurate, adipocytes were added
 in the model. Infection from SDSE isolated from an invasive infection caused destruction of the 
epithelial layer and tissue injury. In addition, we demonstrated that some of the strains formed a 
biofilm-like structure on the tissue, which could contribute to differences in antimicrobial 
susceptibility between in vivo and in vitro environments.

研究分野：感染症学、臨床微生物学

キーワード： β溶血性レンサ球菌　3次元皮膚組織モデル　SDSE
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、ヒトの培養細胞を用いた3次元皮膚組織モデルを用いて、Streptococcus dysgalactiae subsp 
equisimilis (SDSE)感染実験系の構築を行った。その結果、本モデルはSDSEによる皮膚障害と組織の損傷を表す
ことが示された。このモデルを使用すれば、in vitroでSDSEの病態を再現できると考えられ、今後SDSEの詳細な
侵襲性メカニズムの解明が期待される。

※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 
 溶⾎性レンサ球菌、特に、Streptococcus pyogenes (A 群レンサ球菌 Group A Streptococci 
GAS) は、重篤な劇症型感染症を引き起こすことが知られており、その進⾏の早さから⼈⾷いバ
クテリアとも⾔われている。GAS と同様に溶⾎性を⽰す菌として、Streptococcus dysgalactiae 
subsp equisimilis (SDSE) がある。本菌は、従来は病原性の低い菌であると考えられてきたが、
近年 GAS と類似した重篤な侵襲性感染症を引き起こすことが報告されている。⼀⽅で
Streptococcus dysgalactiae subsp equisimilis は、なぜ侵襲性感染症を引き起こすのかについては
不明な点が多い。 
  これまでゲノム解析により、GAS と類似した病原因⼦を産⽣することが報告されている。ま
た、侵襲性感染症由来 SDSE の Multilocus sequence typing（MLST）法を⽤いた疫学解析より、
clonal complex (CC) 17 に分類される株が多いことが報告されている。すなわち、CC17 株は⾼
病原性クローンであることが⽰唆される。しかし、CC17 株と侵襲性感染症との関連は明らかと
なっていない。 
 また、本菌の感染症・病態解明が遅れている⼤きな問題点は、レンサ球菌がヒトにのみ感染症
を起こし、マウスや他の実験動物に同様の感染症を引き起こさないことである。最近、ヒト由来
の培養細胞を⽤い 3 次元構築した⽪膚組織にレンサ球菌を感染させたところ、ヒト⽣検と類似
した病態が認められたことが報告された。そこで、このモデルをさらに改良し、⽪下組織として
脂肪細胞を含む新たなモデルを構築することにより、より宿主内に近い反応が認められる可能
性がある。 
 
２．研究の⽬的 
 本研究は、申請者らが保有する侵襲性感染症由来 SDSE 臨床分離株の疫学的特徴を解析する
とともに、改良型 3 次元ヒト⽪膚組織モデルの構築、感染実験を⾏うことで、SDSE の⾼病原性
クローン CC17 の侵襲性感染症を引き起こすメカニズムを明らかにすることを⽬的とする。 
 
３．研究の⽅法 
(1) 臨床分離株の分⼦疫学的特徴の解析 
 菌側の解析として、我々が保有する侵襲性由来 SDSE 臨床分離の分⼦疫学的特徴を解析した。
解析⼿法は、上述した MLST および SDSE や GAS の型別で使⽤される表層タンパクの emm 型
別を⽤いた。また、臨床分離株の持つ形質的特徴を解析するために、バイオフィルム形成能をク
リスタルバイオレット法で定量した。加えて、形成したバイオフィルムを蛍光染⾊し観察した。 
 
(2) ゲノム解析 
 1 の解析に基づき CC17 のうち emm 型が異なる株について、GridION と DNB Seq-G400 を
⽤い全ゲノム配列を取得した。また塩基配列データベースから SDSE の全ゲノム配列を取得し
⽐較ゲノム解析を⾏った。 
 
(3) 改良型 3 次元⽪膚組織モデルの構築 
 現状の 3 次元⽪膚組織モデルは、⽪膚組織由来の線維芽細胞とケラチノサイトから構成され
ている。本研究では、これをさらに改良したモデルの構築を試みた。Collagen gel 中に不死化し
たヒト⾻髄由来間葉系幹細胞（hBMSC）を添加し、dexamethazone、triiodothyronine、
hydrocortisone、rosiglitazone,、isobutyl-1-methylxanthine、insulin、2-phspho-L-ascorbic acid 
trisodium salt を添加した培地を⽤い脂肪細胞に分化させた。次いで、線維芽細胞を添加し上⽪
細胞を重層することで、脂肪細胞を含む改良型 3 次元⽪膚組織モデルを構築した。 
 構築したモデルは、凍結切⽚を作成し oil red O 染⾊ならびに抗 perilipin-1 抗体を⽤いて染⾊
するとともに、RNA を抽出し PPAR-と C/EBP-の転写量を real-time PCR 法で定量し、組織
中での脂肪細胞の機能を評価した。 
 
(4) 3 次元⽪膚組織モデルを⽤いた感染実験 
 構築したモデルに SDSE 臨床分離株を添加し、24 時間後の
組織の凍結切⽚を作成し Hematoxylin-Eosin（HE）染⾊を⾏っ
た。また、各種抗体を⽤いて蛍光染⾊を⾏い、組織の損傷なら
びに組織上でのバイオフィルム形成を評価した。 
 
(5) 組織上での抗菌薬感受性試験 
 SDSE を感染させた組織に各種抗菌薬を添加し、8、24 時間
後の菌数を測定した。また、凍結切⽚を HE 染⾊ならびに抗体
を⽤いた蛍光染⾊を⾏うことで、表層での菌やバイオフィルム
の減少度の評価を⾏った。 
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図 1 SDSE の clonal complex の系統解析 



４．研究成果 
(1) 侵襲性感染症由来 SDSE の疫学的特徴 
 侵襲性感染症由来 SDSE 臨床分離株の分⼦疫学的特徴を明らかにするために、遺伝⼦を⽤い
た型別を⾏った。その結果、emm 型は stG6792 型が最も多く、次いで stG485、stg10 型、stG245
型であった。また、MLST を⾏ったところ、全分離株の 40%以上が CC17 に分類された (図 1)。
そこで、stG6792 型と stG10 型のうち、CC17 に分類された株についてランダムに選択しゲノム
解析を⾏った。 
 また、表現型の解析としてバイオフィルム形成能を評価したところ、stG245-ST127 型のバイ
オフィルム形成量が極めて⾼いことを⾒出した。 
 
(2) ⽐較ゲノム解析 
 CC17 に分類された 2 株を⽐較したところ、emm 遺伝⼦以外の領域が極めて類似しているこ
とが明らかとなった。そこで、データベース上から SDSE の全ゲノム配列を取得し同様の⽐較
解析を⾏った。その結果 CC17 は、独⾃の挿⼊配列を持っていることが明らかとなった。 
 
(3) 改良型 3 次元⽪膚組織モデルの構築 
 従来使⽤されてきた 3 次元⽪膚組織モデルは、⾓質層と間質
層の 2 層構造を持つ。⼀⽅で、近年感染症の発症には脂肪細胞
が関与していることが報告されている。そこで、本研究では脂
肪細胞を含む 3 次元⽪膚組織モデルを構築した。まず、不死化
ヒト⾻髄由来間葉系幹細胞(hBMSC)を⾼率に脂肪細胞に分化
する条件を探索した。その結果、⽅法に記載した試薬類の組み
合わせで誘導したところ、oil red O 染⾊で⾼率に細胞内に油滴
の存在を確認することができた (図 2)。そこで、組織モデルの
下層に hBMSC を添加し、分化誘導後、通常の組織モデルと同
様に繊維芽細胞とケラチノサイトを重層した。その凍結切⽚を
作成し、oil red O 染⾊を⾏ったところ、油滴が存在することが
認められた。また、脂肪細胞のマーカーである perilipin で蛍光
染⾊したところ、誘導したモデルでは、perilipin の発現が認め
られた。加えて、組織から RNA を抽出し PPAR-と C/EBP-
の転写量を評価したところ、本モデルでは、未誘導のモデル
に対し有意に⾼いことが明らかとなった。 
 
(4) 3 次元⽪膚組織モデルを⽤いた感染実験 
 1、2 で選択した⾼病原性が⽰唆される株を組織モデルに感染さ
せ、組織障害の評価を⾏った。その結果、感染によって経時的に上
⽪組織に傷害が起こり、さらに増⼤することが明らかとなった。ま
た、⾼病原性が⽰唆された stG6792-ST17 型株を感染させた場合、
基底膜を超えて組織中への侵襲が認められた。⼀⽅で、上⽪の損傷
は、程度に違いはあるものの ST17 (CC17) 型以外の株でも認めら
れた。⾼病原性株とそれ以外の株で、⽐較ゲノム解析で⾒出した違
いと組織侵襲の関連を⾒出すことはできなかった。 
 ⼀⽅で、本感染実験において、⼀部の菌では組織表層にバイオフィルム様構造を形成すること
を⾒出した（図 4）。 
  
(5) 組織上での抗菌薬感受性試験 
 SDSE は薬剤感受性が⾼いにも関わらず、重症感染症の場合抗菌薬治療が失敗することがあ
る。そこで、感染モデルに各種抗菌薬を添加し組織損傷と菌の減少を指標に治療効果を評価した。
その結果、SDSE の中でもバイオフィルム形成能が⾼い株については、除去するために必要な抗
菌薬濃度が MIC 値と⼤きく乖離していることが明らかとなった。リファンピシンを併⽤するこ
とで、より効果的に菌を除去できることが⽰された。 
 
 以上より、本研究で、活性を維持した脂肪細胞を含んだ 3 次元⽪膚組織モデルを構築すること
ができ、本モデルはレンサ球菌の感染モデルの構築に有⽤であることが⽰唆された。今回は、侵
襲性に寄与する因⼦の同定には⾄らなかったが、今後本組織モデルを⽤いて感染実験を⾏うこ
とで、in vitro でレンサ球菌の病態を再現できると考えられ、侵襲性メカニズムの解明が期待さ
れる。それだけでなく、本モデルは治療効果を指標とした新たな治療薬の評価系としても利⽤で
きる可能性が⽰された。 

図 3 誘導後の蛍光染⾊像 (組織モデル切⽚) 

図 2 誘導後の oil red O 染⾊ (単層培養) 

図 4 組織上のバイオフィルム様構造 
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