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研究成果の概要（和文）： 

劇症型感染症を引き起こす A群レンサ球菌の病原性には、毒素蛋白質の産生が関与する。その
産生には栄養条件、特に糖の関与が示唆されている。菌が糖を利用するためには菌体内に取り
込む必要があり、膜上のトランスポーターがその役割を担う。トランスポーターの発現調節に
は転写終結因子、二成分制御因子が関与すると考え研究を行った。それらの発現制御因子が関
与する糖を明らかにし、毒素発現にも関与していることを示した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Virulent proteins play important roles in the pathogenesis of Streptococcus pyogenes that 
causes streptococcal toxic shock syndrome. Nutritious conditions, especially 
carbohydrates are considered to be related with the productions of virulent proteins. 
For utilizing carbohydrates, bacteria need to take through transporters located in the 
membrane. In this project, we have studied the roles of transcriptional terminators and 
two-component regulatory proteins which may regulate the production of transporters. We 
have showed these regulatory factors were involved for specific carbohydrate utilizations 
and toxic protein productions. 
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１．研究開始当初の背景 

A 群レンサ球菌は小児の急性咽頭炎の主
要な起炎菌であるとともに劇症型レンサ球
菌感染症を引き起こすことでも知られてい
る。劇症型レンサ球菌感染症は典型的には
いわゆる人喰いバクテリア症と呼ばれる壊

死性筋膜炎を始めとする全身性の重篤な病
態を引き起こす再興感染症として問題とな
っている疾患である。劇症型感染症は強力
な抗生物質治療を行っても予後は悪く、ワ
クチン開発も進んでいない。新たな治療法
の開発が必要であり、そのためには病態の
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更なる解明が必要である。病原性を考える
場合、この菌の病原因子として産生する毒
素が重要な役割を果たしていることは疑う
余地がない。一方宿主と微生物の関連を精
査するゲノム研究によって、従来病原因子
と考えられていない、生理的な過程に関わ
る蛋白質が病原性に関与していることも示
されてきている。レンサ球菌関連では、肺
炎 球 菌 、 B 群 レ ン サ 球 菌 に お け る
STM(signature-tagged mutagenesis)解析に
よって、糖代謝に関連する遺伝子が病原性
に関与することが示唆された(Polissi et 
al. Infect. Immun. 66: 5620-5629, 1998, 
Lau et al. Mol. Microbiol. 40: 555-571, 
2001, Hava et al. Mol. Microbiol. 45: 
1389-1406, 2002, Jones et al. Mol. 
Microbiol. 37: 1444-1455, 2000)。また包
括的 expression microarray 法による、肺
炎球菌、A群レンサ球菌の研究によって、菌
と宿主の関連においても糖代謝に関連する
遺伝子群の発現の大きな変動が示された
（Orihuela et al. Infect. Immune. 72: 
5582-5596, 2004, Graham et al. Am. J. 
Pathol. 166: 455-465, 2005, 169: 927-942, 
2006, Virtaneva et al. Proc. Natl. Acad, 
Sci. USA 102: 9014-9019, 2005, Shelburne 
et al. Proc. Natl. Acad, Sci. USA. 102: 
16037-16042, 2005）。すなわち糖代謝に役
割を果たす菌の蛋白質が宿主からの栄養の
取り込み、宿主細胞への接着と宿主組織へ
の定着、宿主の防御機構への対抗手段とい
った感染の成立全般に関与している。加え
て糖の利用を制御する過程が、従来のいわ
ゆる毒素蛋白質の発現調節とリンクしてい
ることも証明されつつあった。 

 
２．研究の目的 
細菌の遺伝子制御機構には細菌に特有な

二成分制御系と呼ばれる、膜に存在するセ
ンサー蛋白質とレギュレーター蛋白質の組
み合わせや、stand-alone regulatorと呼ば
れる制御系の関与が示唆されている。A群レ
ンサ球菌には上述した遺伝子発現制御系の
ほかに転写終結による制御系の存在がゲノ
ム解析により示唆されている。興味深いこ
と に 転 写 終 結 因 子 と 推 定 さ れ る
Spy0571(licT), Spy1325 遺伝子のすぐ近傍
にはホスホトランスフェラーゼ(PTS)関連
遺伝子群が存在した。PTSとは糖の移送に関
与するシステムの一つであり、アンチポー
ター、シンポーター、ABCトランスポーター
と同様にエネルギーの消費を伴う能動的輸
送系である。細菌の他の膜輸送機構として
は受動的な拡散によるもの、エネルギーを
消費しない輸送系（ポーリン、チャネルな
ど）も存在する。ゲノム解析によれば A 群
レンサ球菌には糖の取り込みに関与すると

想定される PTS関連遺伝子群が 13個存在す
る。本研究では、糖代謝と病原性の関連に
ついて、その中で PTS 輸送系とその制御系
特に転写終結系、二成分制御系に注目し、
これらがいかに A 群レンサ球菌の病原性に
関与しているかを明らかにすることを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
従来から劇症型感染症の頻度が高いと報告
されている M1タイプと M3タイプの A群レ
ンサ球菌劇症型感染症患者由来臨床分離株
を使用した。これらの株で PTS関連遺伝子
の近傍に位置し、発現制御に関与すると考
えられる licT, Spy1325制御因子のノック
アウト株を樹立した。また A群レンサ球菌
で 13 種類の二成分制御系センサー蛋白質
と考えられる遺伝子のノックアウト株も使
用した。ノックアウト株の樹立は、ポーラ
ーエフェクトが起こらないようダブルクロ
スオーバー法を用いた。これらを通常の
brain heart infusion(BHI)培地、種々の糖
（グルコース、マンノース、ガラクトース、
フルクトース、アラビノース、ソルビトー
ル、マンニトール、マルトース、ラクトー
ス、セロビオース、サリシン、アルブチン）
を様々な濃度で添加した最小発育培地
(chemically defined medium, CDM)で菌を
培養し、経時的な濁度測定、プレート培養
によるコロニーカウントを指標として増殖
に及ぼす影響を検討した。また同時に
SDS-PAGE、二次元電気泳動により、培養上
清蛋白質を分離、同定し、野生株との比較
を行った。 
 
４．研究成果 
PTS 系遺伝子の近傍に位置する転写終結因

子 LicT, Spy1325のノックアウト株の樹立に
成功した。LicT に関しては、M1,M3,M5 タイ
プ由来の臨床分離株で、Spy1325 に関しては
M1 由来下部のゲノム株 SF370、臨床分離株
1529、MDN 株由来のノックアウト株を樹立し
た。またこれらのノックアウト株に対して、
遺伝子相補株も作成した。 
それらの株を CDMに種々の糖を加えて培養

し、増殖の解析を行った。M1 由来の licT ノ
ックアウト株では licT 遺伝子の近傍にβグ
リコシド特異的トランスポーター遺伝子が
存在するためβグリコシドであるサリシン
とアルブチンを用いた。M1タイプの親株にお
いては糖添加によって増殖が促進されたが
ノックアウト株では増殖が認められず、LicT
とβグリコシド利用の関連が示唆された。し
かし M3,M5タイプの親株、ノックアウト株を
用いた実験では明瞭な同様の結果が得られ
ず、異なる制御系の存在も考えられた。 
spy1325 遺伝子の近傍にはセロビオース特



 

 

異的トランスポーター遺伝子が存在するた
めセロビオースをはじめ、それと近縁の糖を
用いた。ノックアウト株でセロビオース添加
による増殖の促進が認められ、Spy1325 はセ
ロビオース利用を負に制御している可能性
が示唆された。 
当初の実験方法では、培養に使用する CDM

中の種々の糖を変化させ、培養後 18 から 24
時間後の濁度を基準に糖利用の可否を判断
していた。しかし、その後の解析により、CDM
中での培養では、栄養豊富な BHI中での培養
と異なり、いったん増殖した菌は、時間経過
とともに濁度が減少した。したがって最大の
菌の増殖濁度と培養開始 18から 24時間後の
濁度の両者の解析が不可欠であると判断し
た。かつ 24 時間後のコロニー数も検討に加
えた。Spy1325 ノックアウトについて再度解
析を行ったところ、ノックアウト株が野生株
に比して、セロビオース存在培養において 24
時間後の濁度/最大濁度比が高いこと、生菌
数多いことが明らかとなり、当初の結果が確
認された。遺伝子相補株を用いた実験におい
ても結果が確認された。 
次に種々の糖利用におけるその感知シス

テムを検討するために、すでに我々が樹立し
ていた A 群レンサ球菌の 13 種類すべての二
成分制御センサー蛋白質ノックアウト株を
用いて実験を行った。驚くべきことに LicT
との関連が示唆されたサリシンに対しては、
５種類のセンサー蛋白質のノックアウトに
より、利用が十分にできなくなることが確認
された。このことはサリシンの利用には複雑
な感知システムが存在し、A 群レンサ球菌の
生存に重要な栄養源であることが考えられ
た。 
増殖実験の基本として利用してきたグル

コースに関しても、二成分制御因子 CovS の
関与が示唆された。すなわち CovS の存在の
有無によって菌の増殖に最適なグルコース
濃度が異なることを見出した。 
加えて CovS ノックアウト株ではラクトー

ス利用が低下することが明らかとなった。し
かしこれらの実験では時間経過で溶菌しに
くいという観点からの結果であり、糖利用が
この現象にどのように関与しているかを明
らかにすることが今後の課題である。 
最後に CovSとグルコース利用についての、

毒素蛋白質発現に関する実験を行い、グルコ
ース付加と増殖時期に基づく発現が CovS に
よって影響を受けていることを示唆する結
果を得た。すなわちグルコース濃度の違いに
より、毒素蛋白質の一つである SpeB の発現
が、CovSノックアウト株において、増殖の時
期と発現の関係が変化する現象を見出した。
このことは二成分制御因子と糖の関連が病
原性に関与することを強く示唆している。 
以上今回の研究結果は A群レンサ球菌にお

ける転写終結系と糖利用の関係を明らかに
した成果である。また種々の糖存在下で licT、
spy1325 ノックアウトと親株の間で培養上清
中の毒素蛋白質の発現変化は検討中である
が、これによって糖利用と病原性の関連の新
たな因果関係が明らかになることが期待さ
れる。一方上記の増殖の違いが認められた糖
の存在下でトランスポーターの発現が実際
どのように変化しているかを検討する必要
がある。 
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