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研究成果の概要（和文）：A群β溶血性レンサ球菌（GAS）が劇症型感染症（STSS）を引き起こすメカニズムを解
明するために、マウスモデルを用いて解析した。4株のGASをそれぞれマウスに筋肉内注射したところ、感染20日
後に一部のマウスが死亡した。これらのマウスの血液、筋肉および臓器から分離されたGASの遺伝子解析から、
csrS または csrR に変異を有する強毒性株が筋肉注射部位に出現し、全身に播種することが示された。我々
は、これらの変異がCovRタンパク質のリン酸化を阻害し、病原性遺伝子の発現抑制ができなくなる結果、病原性
が増強するするという仮説を立てたが、リン酸化の阻害を実験的に証明することはできなかった。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the mechanism by which group A beta-hemolytic Streptococcus  
(GAS) induces severe toxicity syndrome (STSS), a mouse model was used. Four strains of GAS were 
injected intramuscularly into mice, and some mice died after 20 days of infection. Genetic analysis 
of GAS isolated from blood, muscle, and organs of these mice showed that highly virulent strains 
with mutations in csrS or csrR appeared at the site of muscle injection and disseminated 
systemically. We hypothesized, but were unable to prove experimentally, that these mutations inhibit
 phosphorylation of the CovR protein, resulting in failure to suppress expression of virulence genes
 and thus increased virulence.

研究分野： 細菌学

キーワード： 劇症型レンサ球菌感染症　A群β溶血性レンサ球菌　マウスモデル　csrS/csrR　遺伝子突然変異　強毒
化

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
劇症型レンサ球菌感染症は近年急増しているが、その発症メカニズムは未だに不明な点が多い。本研究において
は、A群β溶血性レンサ球菌が劇症型感染症を引き起こす際に、感染局所において強毒化した変異株が出現し全
身に播種されることをマウスモデルで証明した。そのメカニズムとして遺伝子突然変異が考えられるが、本研究
の結果からは、これまで考えられていたcsrSまたはcsrRの変異だけでは説明ができなかった。A群β溶血性レン
サ球菌の強毒化に直接関与している遺伝子変異は、csrS/csrR 以外に存在する可能性があることを見出した。

※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 
劇症型レンサ球菌感染症(STSS)は、主に A群溶血性レンサ球菌(以下 GAS)によって引き起こさ

れる。初期には、四肢の疼痛、腫脹、発熱、血圧低下などがみられ、発症後数十時間以内に軟部
組織壊死、急性腎不全、成人型呼吸窮迫症候群、多臓器不全などが急速に出現し、わずか 1日余
りでショック状態から死に至る。わが国では 1992 年に第１例目が報告され、近年報告数が増加
している。マスコミが「人食いバクテリア」とセンセーショナルに報道したこともあって脅威が
広がっている。通常 GAS は、咽頭扁桃炎や膿痂疹を引き起こす程度でそれほど病原性は高くな
く、小児では健康保菌者も多い。それが一体なぜ劇症化するのか、その発症メカニズムはまだ十
分には解明されていない。  
 本疾患の病態解明が進まなかった原因の１つは、STSS を解析するのに適当な動物モデルが国
内外に存在しなかったためと考えられる。GAS はマウスに接種してもふつうは致死的とはならな
い。ところが申請者は、GAS SP2 株 107 個を ddY マウスに筋注して約 20 日前後より、GAS の全
身播種と軟部組織壊死が突然起こり、それまで無症状だったマウスが発症後約１日で死亡する
ことを見出した。この病態はヒトの STSS と酷似しており、STSS に最も近い動物モデルとして
報告した(Saito M et al. Microbiol Immunol, 2001)。このマウスモデルのその後の解析によ
り、宿主側の病態に関するさまざまな新知見が得られたが、GAS が突然強毒化するメカニズムに
ついては不明のままであった。 
 2010 年、ヒトの STSS 患者からの臨床分離株には、CsrS/CsrR というタンパク質にアミノ酸変
異が高率に見られることが報告された(Ikebe et al. PLoS Pathog, 2010)。CsrS/CsrR は GAS の
二成分制御系タンパク質で、遺伝子群の発現の約 15%を直接的あるいは間接的に制御しているこ
とが知られている。この CsrS/CsrR が変異して機能を失うと、様々な病原遺伝子が一斉に過剰発
現して強毒化することが予測される。そこで申請者は、変異のない GAS SP2 株 をマウスに筋注
し、20 日以降に STSS 様病態により死亡した 15 匹のマウスから全身播種した GAS を分離して解
析すると、全て CsrS/CsrR にアミノ酸変異が生じており、しかも変異の部位は多様であることを
見出した（Otsuji et al. Microb Pathog, 2020）。これらの変異は感染局所において生じ、特定
の変異を起こした強毒株のみが全身に播種されることも示唆された。このように、GAS の強毒化
変異が宿主生体内で自然に生じることを実験的に証明したのは世界初である。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、STSS 発症に至るまでの菌側の強毒化過程を解明することである。以下の２

点を明らかにすることを目的とした。 
１）強毒化変異は、これまで研究に使用した SP2 株以外の GAS でも普遍的に生じる現象か。 
２）マウス生体内で強毒化した変異株において、CsrS/CsrR の伝子変異が直接病原遺伝子の発現
亢進に関与しているのか。 

 
 
３．研究の方法 
１）GAS４株（SP2 株,ME198 株、ME210 株、ME1319 株; いずれの株も接種前は csrS/csrR 遺伝子
配列に変異が無いことを確認済み）について、それぞれ 107を 10 匹の ddY マウス（♂, 6 週齢）
の前肢に筋注した。感染後 8週間にわたり、マウスの状態と体重をチェックした。接種後 8日
目以降に STSS を発症したマウスはセボフルレン麻酔下に心臓穿刺してヘパリン加全採血を行
い、頸椎脱臼により安楽死させた。筋注部位の筋肉および臓器（肝臓、脾臓、肺、および肉眼
的に異常所見を認めたその他の臓器）を無菌的に摘出し、それぞれの一部を 1 mL のリン酸バ
ッファー生理食塩水（PBS）を加えてホモジナイズした。また、残りはホルムアルデヒド中で固
定し、HE 染色して病理学的検討を行った。 

２）上記の血液、筋肉、臓器の各サンプルを THY 寒天培地を用いて培養した。GAS が分離された
場合には、無作為に数コロニーずつを選択し、それぞれの菌株のDNAを抽出したのち、csrS/csrR
遺伝子をターゲットとした PCR を行った。 

３）PCR 産物の塩基配列を決定し、それぞれの分離株の変異の有無を調べた。 
４）STSS を発症したマウス由来の分離株のタンパク質を精製し、Phos-tag 法を使った Western 
blotting により、各菌株から抽出した CsrR タンパク質のリン酸化を評価した。 

 
 
４．研究成果 
１）GAS４株を筋注した ddY マウスの生存 
図に示すとおり、4 つの菌株とも、接種後 7 日以内の急性期に死亡するマウスと、接種後 20



日以上経過した遠隔期に死亡するマウスが存在した。遠隔期のみの死亡率は、SP2 株：100.0%、
ME198 株：100.0%、ME210 株：88.9%、ME1319 株：57.1%であった。 
 
 

 
図 GAS４株を筋注した ddY マウスの生存曲線 

 
なお、遠隔期に死亡したマウスの血液、脾臓、筋肉の GAS 陽性率は 4 株とも全て 100%であっ

た。 
 これらの結果から、これまで研究に使用した SP2 株以外の GAS をマウスに感染させた場合に
も、感染の遠隔期にマウスが死亡することが明らかになった。 
 
２）遠隔期死亡マウスから摘出した臓器の病理所見 
 4 株いずれにおいても、遠隔期死亡したマウスには、ヒトの STSS と酷似した以下のような病
理学的所見を認めた。 

筋注部位の筋肉：筋膜、筋繊維の炎症細胞浸潤と壊死 
肝臓：血管周囲に炎症細胞浸潤 
腎臓：出血と炎症細胞浸潤 
脾臓：微細膿瘍形成 
肺：間質の炎症細胞浸潤 
その他：筋注部位から離れた筋肉にも筋膜、筋繊維の炎症細胞浸潤、膿瘍形成 

これらの結果から、これまで研究に使用した SP2 株以外の GAS でも、マウスにヒトの STSS と
酷似した病態を引き起こすことが示唆された。 
 
３）遠隔期死亡マウス由来の GAS の csrS/csrR 遺伝子変異 
 4 株いずれにおいても、遠隔期死亡したマウスから分離された GAS には次のような遺伝子変異
が認められた。 

SP2 株（遠隔期死亡マウス由来分離株 8株）：csrR 変異 6 株、csrS 変異 2 株 
ME198 株（遠隔期死亡マウス由来分離株 8 株）：csrR 変異 0 株、csrS 変異 8 株 
ME210 株（遠隔期死亡マウス由来分離株 6 株）：csrR 変異 0 株、csrS 変異 6 株 
ME1319 株（遠隔期死亡マウス由来分離株 4株）：csrR 変異 3 株、csrS 変異 1 株 

なお、csrR 遺伝子に変異があった 9株のうち 2株で R94C 変異を認めた。 
これらの結果から、SP2 株以外の GAS でも、遠隔期死亡マウスからの分離株には csrR もしく

は csrS のどちらかに必ず遺伝子変異が入っていることがわかった。マウス生体内で起こる GAS
の強毒化変異は、GAS では普遍的に生じる現象であることが示唆された。 
 

４）csrS/csrR 遺伝子変異株の CsrR タンパク質のリン酸化 
 CsrR タンパク質を精製し、ウサギに免役して抗 CsrR 抗血清を得た。遠隔期死亡マウス由来分
離株 計 26 株のうち、csrR 変異株 4 株について、Phos-tag 法を使った Western blotting によ
り CsrR タンパク質のリン酸化を評価した。その結果、4 株ともリン酸化レベルは変異の入って
いない親株と変わりなかった。 
これらの結果から、マウス生体内で強毒化した変異株において、CsrS/CsrRの伝子変異が直接

病原遺伝子の発現亢進に関与していることは証明できなかった。A群β溶血性レンサ球菌の強毒
化に直接関与している遺伝子変異は、csrS/csrR以外に存在する可能性がある。 
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