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研究成果の概要（和文）：　A群β溶血性連鎖球菌はNADaseを宿主に輸送し病原性を示すが，菌体内ではSNIとの複合体
が活性を中和している．この中和阻害により菌自身に毒素活性が発現されるのでSNIは抗菌剤として恰好の標的となる
．最近，SNI-NADaseの相互作用領域を示す結晶構造解析データが示された．我々はそれを基にNADase-SNIの中和を阻害
すべくdominant negative変異体（DNM）を作製し新規SNI阻害剤の開発を目指した．しかし，作製したDNMではSNI阻害
効果が低く，弱いNADase毒性の発現にとどまった．SNIの機能を完全に抑制し強い毒素活性の発現のためには更なるDNM
の改良が必要である．

研究成果の概要（英文）： The virulence of S. pyogenes is enhanced by toxins like NADase. S. pyogenes addit
ionally express the SNI, which forms an inhibitory complex with NADase. SNI is a target for the developmen
t of novel antimicrobials functioning by blocking the bacterium's self-immunity to the NADase toxin. Recen
t study has shown the crystal structure of NADase-SNI complex to understand the physical basis for NADase 
inhibition by SNI. We have exploited the conformational information required SNI to bind to NADase to deve
lop novel SNI inhibitors that block immunity of S. pyogenes to NADase and unleash the toxicity of NADase. 
We have explored the release of NADase toxicity by expressing dominant negative mutants of NADase. Some do
minant negative mutants partially inhibited SNI function, resulting in unleashing the weak toxicity of NAD
ase. These results suggest that we should understand more physical basis, particularly in the interaction 
of NADase-SNI, to improve dominant negative mutants of NADase.
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１．研究開始当初の背景 

A 群β溶血性連鎖球菌（ Group A β

-hemolytic Streptococcus：GAS）は，

経気道あるいは接触性にヒト-ヒト感染

する．最も一般的には学童期にみられる

咽頭炎であるが，蜂巣炎などの化膿性疾

患や敗血症，外毒素性の猩紅熱，続発症

と呼ばれる急性糸球体腎炎やリウマチ

熱などがあり病像は多彩である．また軟

部組織壊死を伴い，敗血症性ショックを

来たす劇症型溶血性レンサ球菌感染症

（レンサ球菌性毒素性ショック症候群）

は経過が速くかつ重篤な病態である．こ

のように GAS感染症は多彩な疾患が存在

すること，劇的な経過をたどる場合があ

ること，などの理由から既存の抗生剤を

上回る効果的な治療薬の開発が切望さ

れていた． 

 
２．研究の目的 

現在 GAS 感染症は，広域スペクトルを示

す抗生剤で治療されているが，近年耐性

菌が散見されるようになり薬剤耐性対

策が急務となっている．本研究では，GAS

が持つ特有の分泌毒素 NADase を標的と

する GAS特異的抗生剤の作出によって耐

性菌出現頻度が低い長期使用可能な薬

剤の開発を試みた．NADaseは，GAS のも

う 一 つ の 分 泌 毒 素 で あ る SLO

（Streptolysin O）の働きによって宿主

細胞内に輸送され宿主細胞の NAD+を分

解して細胞傷害を誘導する．これに対し

て，GAS 自身は菌体内に発現する抗毒素

SNI(Streptococcal NADase Inhibitor)

と複合体を形成するため NADase 活性が

抑制され細胞傷害を免れる．そのため， 

毒素 NADase-抗毒素 SNI の複合体形成を

解消してやれば，NADase 活性が発現し

GAS 自身の自殺が誘導され目的が達成で

きると考えた． 

 

３．研究の方法 

（１） ① SNI decoy による野生型 SNI と

NADase の相互作用の阻害，② NADase 

decoyによる野生型 SNIと NADaseの相互

作用の阻害 を行うため，それぞれのＮ

末端，中央領域，Ｃ末端および活性領域

の欠失あるいは点置換変異体を計画し

た． 

（２） 計画（１）進行中に NADase の X 線

構造解析データ （Craig L. Smith et 

al. Structure 19,192-202, 2011） が

発表され，NADase活性を中和するための

抗毒素 SNIとの相互作用に重要なアミノ

酸が推定された．その相互作用には SNI

の持つ 2箇所のループ領域の 8個のアミ

ノ酸が重要であり，さらにそれらと相互

作用するのは NADase上の 11個のアミノ

酸であることを推定された．そこで，

SNI-NADase 間相互作用に重要と推定さ

れたアミノ酸あるいはそれらの近傍の

アミノ酸に欠失および点置換(主にアラ

ニン置換)を施し，dominant negative

効果によって SNIの抗毒素作用に影響を

与えることが期待される dominant 

negative 変異体の作製を行った． 

（３） 多様な生物資源からSNIの機能阻害

物質のスクリーニングを， NADase 活性

の発現を指標に行った． 

（４） 多様な生薬由来化合物から NADase

活性阻害物質のスクリーニングを，

NADase活性の阻害を指標に行った． 

 
４．研究成果 

（１） 研究方法（１）で計画した SNIの抗

毒素作用の抑制が期待される SNI 

decoy および NADase decoy を作製し，

それぞれ NADase 活性の発現を指標にそ

の効果を調べた．  

① SNI decoyの結果は，１） SNI の

N 末端を欠失させた変異体のいくつかは

その導入によって僅かな NADase 活性の



発現すなわち野生型 SNIの抗毒素作用の

抑制がみられた．この抑制が競合阻害に

依存することを確認するために変異体

と NADaseの相互作用を免疫沈降/ウェス

タンブロット法を用いて調べたところ，

抑制程度に相関した相互作用が確認さ

れた．２） SNIの N末端，中央領域， C

末端のそれぞれに点置換を施した変異

体には期待した NADase 活性の発現すな

わち抗毒素作用の抑制はみられなかっ

た．変異体と NADase の相互作用も抑制

と同様にみられなかった．３） SNI の 

中央領域および C末端の欠失変異体の多

くは易分解性のためその発現が困難で

あり抗毒素作用への効果を調べること

はできなかった． 

次に，② NADase decoyの結果は，１） 

NADase の N 末端，中央領域，C 末端の

欠失変異体のいずれにも抗毒素作用の

抑制はみられなかった．変異体と NADase

の相互作用も抑制と同様にみられなか

った．２） NADase の中央領域の点置換

変異体には NADase 活性の発現を有意に

上昇させるものがいくつか存在した．変

異体と SNIの相互作用を確認したところ，

予想に反して相関した相互作用は全く

認められなかった．そこで，NADase 変異

体自身の毒素活性を調べたところ，野生

型 NADase と同等の毒素活性を有してい

た．すなわ消失させた毒素活性が中央領

域への変異の導入より復帰し，NADase

活性の発現の上昇が起こったと考えら

れた．decoy として使用するには適当で

ないと考えられた． 

以上の研究成果（１）の結果から，SNI N

末端欠失変異体は decoy 機能によって

SNI の抗毒素作用を抑制させられると考

えられた．しかし，野生型 SNIと比較し

て NADase との相互作用効率が低いため

抗毒素作用の抑制が弱く，相互作用効率

を高める改良が必要と考えられた．一方，

毒素活性を失った NADase 変異体による

抗毒素活性の抑制は，SNI を捕獲できた

としても変異体自身の毒素活性の問題

で実験が困難であることが明らかにな

った． 

 

(２) 研究成果（１）から，目的の変異体を得

るためには NADase との相互作用の効率

を増すことが重要であると考えられた．

そこで，研究方法（２）に記載したよう

に Craig L. Smith et al が推定した

NADase-SNI の相互作用に重要なアミノ

酸の情報を参考に，SNI の抗毒素活性を

抑 制 す る と 期 待 さ れ る dominant 

negative NADase 変異体（DNM）を考案

した．相互作用には SNIの２箇所のルー

プ領域の８個のアミノ酸が重要である

ので，まずそれぞれのアミノ酸を点置換

した変異体を作製し，変異体グループ１

（DNM1）と命名した． 

①  DNM1 の結果は，１） C 末端側の

ループのアミノ酸の点置換変異体のい

くつかはその導入によって，弱いが有意

な NADase 活性の発現すなわち野生型

SNI の抗毒素作用の抑制がみられた．こ

れら変異体の NADase との相互作用を調

べたところ，抑制に相関した有意な相互

作用が確認された．２）N 末端側のルー

プのアミノ酸の点置換変異体には期待

した NADase 活性の発現すなわち抗毒素

作用の抑制は認められなかった．変異体

と NADase の相互作用も抑制と同様に認

められなかった．３） １），２）以外

の点置換変異体は易分解性のためその

発現が困難であり抗毒素作用への効果

を調べることはできなかった． 

上記①の結果から，弱い抗毒素効果を示

した dominant negative NADase 変異体

グループ１（DNM1）は，野生型 SNI の



NADase との相互作用を置換し SNI の抗

毒素活作用を抑制すると考えられた．し

かし，置換効率が低くトータルとして弱

い抑制効果しか示さず抗菌活性を示す

には不十分であった．これは相互作用に

重要なアミノ酸に変異を施した変異体

は野生型と比較して相互作用効率が低

下するため，競合阻害効果が優勢になら

ないと考えられた．そこで，相互作用を

低下させず抗毒素作用を抑制できる新

たな dominant negative NADase 変異体

の作製を試みた．相互作用を低下させな

いように相互作用領域外にのみ変異を

施し抗毒素作用の抑制効果を検討した． 

②  しかし，再び抑制効果の弱い変異

体グループ（DNM2 group）しか得られな

かった．作用機序を調べたところ，前述

の変異体（DNM1 group）と同様に変異

体 NADase による SNI の相互作用効率が

低く弱い抗菌作用しか認められなかっ

た． 

この結果から，予想された領域以外にも

相互作用に関与する領域が存在するこ

とが推定された．すなわち，SNI の機能

を完全に抑制するための dominant 

negative NADase 変異体の作製は，Craig 

L. Smith ら の 報 告 （ Structure 

19,192-202,2011）に加えてさらなる考

慮が必要であると考えられた． 

（３） 多様な生物資源から NADase 活性の

発現を指標に SNIの機能阻害剤の探索を

行った．その結果，カビ，キノコなどの

抽出物に，NADase の抗毒素作用の抑制効

果が認められた．特にキノコ抽出物の分

子量 2000の化合物に効果が特定できた

ので，天然物からの探索も有効である可

能性が示された． 

  

 

（４） 生薬由来の化合物の NADase 阻害活

性を表１にまとめ，図１に示した．

Baicalein (13)，(-)-Epigallocatechin 

Gallate(39) ， Bufalin(20) ， 

Honokiol(60)， Sennoside A(89)，Alisol 

B(4)，Sennoside B(90)， Magnolol(70)

および Alkannin(5)等は，終濃度 0.05mM

でそれぞれ 100, 100, 92, 89, 87, 86, 85, 

83 および 81と 80％以上の強い阻害作用

が確認された． 

フラボン類やカテキン類などポリフェ

ノール化合物に強力な NADase 阻害活

性が認められた．  

 

 

 図１ 生薬化合物の NADase阻害活性 

生薬化合物終濃度 0.05mM での NADase阻害（％）

で示した．左から２番目の Epigallocatechin 

Gallateのリスト No.は 39、右から６番目の

demethoxycurcumineのリストNo. は35である． 

 

 

図２ 生薬エキスの NADase阻害活性 

生薬エキス終濃度 0.05mg/ml での NADase 阻害

（％）で示した． 



 

 

表１ 生薬化合物の NADase阻害活性 

生薬化合物終濃度 0.05mMでの NADase阻害

（％）で示した． 

 

  

表２ 生薬エキスの NADase阻害活性 

生薬エキス終濃度 0.05mg/mlでの NADase阻

害（％）で示した． 
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