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研究成果の概要（和文）：  
 Streptococcus pyogenesは感染部位において上皮細胞へ特異的に付着し，定着する．この過程
において線毛は重要な役割を果たすと考えられる．本研究では，線毛形成に不可欠である因子

を同定し，線毛の発現様式と組立て機構を明らかにした．線毛の付着・定着因子としての機能

を検討した結果，線毛の型別により多様性が認められた．このことから，線毛は S. pyogenesの
組織指向性と病態の多様性に寄与すると推察された． 
 
 
研究成果の概要（英文）：  
 The human pathogen Streptococcus pyogenes produces diverse pili depending on the serotype. In a 
serotype M49 S. pyogenes strain, we demonstrate that FctA is the pilus backbone protein, and FctB and 
Cpa, a collagen-binding adhesin, are ancillary proteins. We also found that both Cpa and FctA are 
trypsin-resistant T antigens. Mutagenesis assays and eukaryotic cell adherence tests revealed that FctB 
and housekeeping sortase SrtA contribute to the cell wall anchoring of pili, whereas Cpa functions as a 
pilus adhesin to human keratinocytes. Sortase C2 and putative signal peptidase LepA enzymes were 
crucial for polymerization of FctA. The pilus expression increased with lower temperature. The ability 
to form biofilms was not affected by the mutation of the pilus genes. In contrast to the M49 pili, pili of a 
serotype M6 S. pyogenes strain were found to be assembled from two proteins, i.e. the backbone protein 
T6 and ancillary protein FctX, in a manner that requires both SrtA and pilus-associated sortase SrtB. We 
found that T6 pili contribute to biofilm formation, but not to adherence to human keratinocytes under the 
condition used in this study. These data suggest the serotype-dependent pilus assembly mechanism and 
contribution of S. pyogenes pili to the tissue tropism.  
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１．研究開始当初の背景 
 S. pyogenesはヒトを唯一の宿主とし，主に
皮膚や咽頭において化膿性炎症を惹起する．

S. pyogenesは血清型特異的に様々な表層タン
パクや分泌タンパクを産生し，ヒト組織へ特

異的に定着した後，多岐に渡る疾患を起こす

と考えられている．菌体表層タンパクとして，

S. pyogenesが線毛様構造物を産生することが
発見されていたが，線毛の詳細な生物学的機

能や発現・組立て様式は不明であった． 
 S. pyogenes線毛の生物学的・臨床的に重要
な点として，線毛主要構成タンパクが T血清
型を担うトリプシン耐性タンパク (T タンパ
ク) であることが挙げられる．S. pyogenesの
血清型タイピングの第一選択である M タイ

ピングと共に，T タイピングはわが国での臨
床現場において用いられてきた．しかし，多

くの菌株においてT抗原性を担うタンパクは
完全には解明されておらず，線毛副構成タン

パクがT抗原性に関与する可能性が推察され
ていた． 
 
 
２．研究の目的 
 S. pyogenes感染による病態発症の機構は完
全には解明されておらず，特に発展途上国に

おいて有効な予防法と治療法の確立が待ち

望まれている．病態が認められる解剖学的部

位の多様性は，S. pyogenesが産生する病原因
子群，S. pyogenesのヒト組織への指向性や宿
主因子等に起因すると考えられる． S. 
pyogenesの線毛は多様性に富み，ヒト組織へ
の指向性に関与することが推察されたため，

線毛の発現・組立て機構や機能の解明を本研

究の目的とした． 
 
 
３．研究の方法 
(1) 使用菌株 
 M49型皮膚臨床株と扁桃炎由来M6型株を
用いて後述の解析を行った． 
(2) 線毛の構造と組立て機構の解析 

 線毛タンパクの複合体形成を免疫沈降法

とウェスタンブロット解析により検討した．

線毛の構造を検討するため，全菌体を用いて，

線毛構成タンパクを異なる粒子径の金コロ

イドでそれぞれ標識し，透過型電子顕微鏡に

より観察した． 
 線毛タンパクの組換え体を作製し，マウス

とウサギへ免疫することにより，特異的抗血

清を調製した．線毛形成に関与すると考えら

れる因子の遺伝子欠失株と変異体発現株を

作製し，各変異株における線毛発現をウェス

タンブロット解析，フローサイトメトリー解

析により検討した．ウェスタンブロット解析

に関しては，菌体表層画分および培養上清画

分のそれぞれについて行った． 
(3) T抗原の検索 
 線毛副構成タンパクがトリプシン耐性タ

ンパクであるかを検討するため，トリプシン

処理を行った全菌体と抗線毛タンパク抗血

清を用いてフローサイトメトリー解析を行

った．また，線毛タンパク組換え体と T血清
型別用の抗血清を用いたリガンドブロット

法により T抗原の検索を行った． 
(4) 温度感受性線毛発現機構の解析 
 ルシフェラーゼ遺伝子を線毛遺伝子群の

下流に組み込み，ルシフェラーゼ活性を指標

に，培養温度の変化と線毛遺伝子転写量の相

関が認められるかを検討した．また，全 RNA
を用いた Northern blot 解析とリアルタイム
PCR 解析により線毛遺伝子の転写を検討し
た．さらに，細胞壁画分における線毛の発現

をウェスタンブロット解析により検討した． 
(5)上皮細胞への付着試験 
 ヒト皮膚角化上皮細胞株である HaCaT 細
胞を用いて，各線毛遺伝子欠失株について付

着試験を行い，線毛が付着因子として機能す

るかを検討した．また，細胞外マトリックス

タンパクを介した付着であるかを確認する

ために，ウシ胎児血清非存在下で同様の解析

を行った．さらに，蛍光マイクロビーズへ線

毛構成タンパク組換え体をコーティングし，

その上皮細胞への付着能を検討した． 



(6)バイオフィルム形成能の解析 
一晩培養菌液を 10倍希釈し，96穴ポリス

チレンプレートに播種した．24時間の培養に
よりバイオフィルムを形成させ，PBSで 3回
洗浄した後，クリスタルバイオレットで染色

した．PBSで 3回洗浄後，SDS溶液で懸濁し，
その吸光度を測定した． 
 
 
４．研究成果 
(1) M49型株の線毛 
 免疫沈降法を用いた解析から線毛は Cpa, 
FctA, およびFctBから構成されることが示唆
された．線毛形成に関与する因子を検索した

結果，トランスペプチダーゼである SrtC2 お
よびシグナルペプチダーゼ I のホモログであ
る LepA が線毛形成に不可欠であり，線毛の
細胞壁への架橋には FctBと SrtAが関与する
ことが明らかになった．免疫電顕法による観

察から，FctAが線毛主要構成タンパクであり，
CpaおよびFctBは副構成タンパクであること
が示唆された．また，FctAおよび Cpaがトリ
プシン耐性タンパクでありT抗原性を担うこ
とが明らかとなった．線毛の産生を促す環境

因子を検索した結果，低温培養時に線毛産生

能は上昇した．転写因子である Nraの欠失株
では，低温培養時においても線毛の発現が認

められなかったことから，Nra が線毛遺伝子
の発現に対する正の調節因子として機能す

ることが示唆された．さらに，M49型株が産
生する線毛はバイオフィルム形成には関与

せず，皮膚角化上皮細胞への付着因子として

機能することが示唆された．この付着は細胞

外マトリックスタンパクを介さず，Cpa が角
化上皮細胞へ直接結合することによると推

察された．  
 (2) M6型株の線毛 
 M6型株が産生する線毛は T6と FctXから
構成され，SrtA と SrtB が線毛の組立てと細
胞壁への架橋に必要であった．T6は線毛のシ
ャフトを形成し，FctXは副構成タンパクであ
ることを明らかにした．また，両線毛タンパ

クがT抗原性を有することが明らかになった．

M49型株の線毛とは異なり，温度感受性の線
毛発現は認められず，培養皮膚角化上皮細胞

への付着には関与しないことが示唆された．

線毛の欠失によりバイオフイルム形成能は

低下したことから，M6 型株が産生する線毛
はバイオフィルム形成に関与することが明

らかになった． 
 線毛の発現・組み立て様式と機能には多様

性が認められた．線毛が組織特異的な付着因

子として機能し，菌体の定着を促す可能性が

強く示唆された．これらの研究成果はレンサ

球菌の組織指向性や病態多様性の解明への

一助となる可能性が考えられる．併せて，国

内外における将来のワクチン開発や臨床現

場における診断薬開発の基盤となることが

期待出来る． 
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