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研究成果の概要（和文）：侵襲性のレンサ球菌感染症では，ヒト体内に侵入した細菌が免疫機構による殺菌から回避す
ることにより病態が増悪すると考えられている．本研究では，A群レンサ球菌が産生する分泌型タンパク分解酵素 SpeB
が，補体系の制御因子であるC1エステラーゼインヒビターを分解し，本菌の免疫回避と補体系の攪乱に寄与することを
示した．また，亜急性心内膜炎から高頻度に分離されるレンサ球菌について，好中球による殺菌からの回避機構の一端
を明らかにした．

研究成果の概要（英文）：Evasion of the human immune system is a hallmark of pathogenic streptococci that 
cause invasive infections, and leads to exacerbation of pathological condition during the course of 
infection. In this study, we revealed that a group A streptococcal protease, SpeB, cleaves C1 esterase 
inhibitor, and the cleavage is attributable to bacterial survival and aberration of complement system. 
Moreover, we demonstrate a mechanism by which streptococcus species frequently isolated from subacute 
bacterial endocarditis evades neutrophil killing.

研究分野： 細菌学
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトに病原性を示す多くの細菌は免疫シ

ステムを回避することが知られている．侵襲

性のレンサ球菌感染症では，免疫回避能を有

するレンサ球菌がヒト組織内で急速に増殖

し，組織破壊を惹起する．しかし，レンサ球

菌由来の病原因子だけでは説明困難な激し

い組織破壊を伴う場合が認められる．  

 ヒトには組織に侵入した微生物から普遍

的に身体を防御する自然免疫系が備わって

いる．自然免疫システムとして，補体カスケ

ード や NETs (neutrophil extracellular traps) が

挙げられる．補体カスケードや NETs はあら

ゆる病原微生物を排除する必要性があるた

め，宿主の組織に対しても作動し傷害を与え

る危険性を孕んでいる．そのため，生体内に

は宿主細胞を保護する制御因子が複数存在

する．病原性レンサ球菌はこのような免疫機

構や制御因子の機能を抑制し，免疫を回避す

るとともに，病態を憎悪させる可能性が考え

られた．しかし，病原性レンサ球菌が補体制

御因子や NETs に作用して免疫を回避し，攪

乱させる機構についての詳細は明らかでは

なかった． 

 

２．研究の目的 

(1) 侵襲性感染症を引き起こす細菌は，補体

制御因子を不活化する分子を有し，補体カス

ケードの矛先を宿主へ転換させ，自己侵襲的

に病態を増悪させるのではないかという仮

説を立てた．Streptococcus pyogenes は壊死性

筋膜炎や多臓器不全などを伴う劇症型レン

サ球菌感染症の起因菌である．本菌が補体制

御因子に影響を与えるかについて明らかに

し，併せて，補体制御因子に作用する新規の

因子を同定することを目的とした． 

(2) 亜急性心内膜炎から最も高頻度に分離さ

れるStreptococcus sanguinisは病巣に疣贅を形

成する．疣贅の臨床検体には NETs が観察さ

れるという報告があることから，S. sanguinis

は NETs による殺菌から回避するという可能

性が考えられた．S. sanguinis の NETs 分解能

を検討し，NETs による殺菌を回避するかに

ついて明らかにすることを目的とした． 

 

３．研究の方法 

(1) 補体制御因子として，C1 esterase inhibitor 

(C1-INH) に着目し，S. pyogenes 臨床分離株

が血清中の C1-INH を分解するかについて，

S. pyogenes 培養上清とヒト血清を反応させ

た後，抗 C1-INH 抗体を用いたウェスタンブ

ロット法で検討した．続いて，C1-INH 分解

能を呈した臨床分離株において，分解を担う

プロテアーゼを検索した．同定した分子につ

いて，S. pyogenes 臨床分離株における発現量

と C1-INH 分解能の相関を確認した．同定分

子の組換えタンパクならびに変異株を作製

し，C1-INH 分解能の検討とエドマン分解法

による C1-INH 切断部位の決定を行った．野

生株と変異株を用いて，ヒト血清中での生存

率を解析するとともに，菌体の形態を走査型

電子顕微鏡で観察した．さらに，血清中にお

ける菌体への補体沈着量をフローサイトメ

トリー解析により検討した．同定分子の組換

えタンパクが補体因子を分解するかについ

ても検討を行った．  

 

(2) S. sanguinis について，NETs の主要構成成

分である DNA を分解する表層分子を in silico

解析により検索した．得られた候補分子につ

いて，組換えタンパクを作製し，DNA 分解能

と RNA 分解能を検討した．また，遺伝子欠

失株および復帰変異株を作製し，ヒトの好中

球から誘導した NETs 中での生存率を経時的

に検討した．さらに，Lactococcus lactis 異種

発現系を用いて同様の解析を行った． 
 
４．研究成果 

(1) S. pyogenes 臨床分離株の培養上清には

C1-INH 分解活性が認められた．分解を担う



プロテアーゼを検索した結果，細胞外に分泌

されるシステインプロテアーゼ SpeB である

ことが明らかになった．各臨床分離株の SpeB

産生量と C1-INH 分解能は相関した．組換え

SpeB による C1-INH の切断は I49 と S50 間な

らびにV127とT128間で起こることが示唆さ

れた．これらの切断部位は C1-INH 立体構造

の維持に必要であるジスルフィド結合に近

接していた．また，後者の切断部位は C1-INH

欠損症である遺伝性血管浮腫 II型におけるア

ミノ酸配列欠損部位と重複していたことか

ら，SpeB による C1-INH の部分的な分解によ

っても，C1-INH の構造変化と機能低下が惹

起されることが示唆された．ヒト血清中にお

ける野生株および speB 変異株の生菌数を比

較したところ，speB 変異株の生菌数は野生株

と比較して有意に少なかった．SpeB 組換え体

は C2，C3b，C4，C5a，C6，C7，C8，C9，

および膜侵襲複合体を分解した．ヒト血清と

反応させた野生株と speB 変異株を走査型電

子顕微鏡で観察した結果，野生株と比較して，

speB 変異株では，膜侵襲複合体の形成による

と考えられた菌体表層構造の破壊が認めら

れた．また，フローサイトメトリー解析によ

り菌体表層への C9 沈着を検討したところ，

C9 の沈着は speB 変異株でのみ認められた．

これらの結果から，SpeB は C1-INH や補体成

分を分解することにより，S. pyogenes の生存

に寄与することが明らかになった．また，

SpeBはC1-INHの分解により補体系の過剰な

活性化を惹起し，補体分子群の量的均衡の破

綻により組織傷害が起こされる可能性が示

唆された． 

 

(2) S. sanguinis の菌体表層分子群のアミノ酸

配列を用いてドメイン検索を行い，ヌクレア

ーゼドメインを有する細胞壁架橋型タンパ

ク SWAN を同定した．swan 遺伝子の欠失に

より S. sanguinis の細胞外 DNA 分解活性は低

下したことから，SWAN は主な細胞外 DNase

であることが示唆された．組換え SWAN は

NETs DNA を含む各種 DNA ならびにヒト由

来の RNA を分解したことから，SWAN はヌ

クレアーゼであることが明らかになった．ヒ

ト好中球から誘導した NETs 中での菌体生存

率を検討した結果，野生株と比較して，swan

欠失株の生存率は有意に低下した．L. lactis

異種発現系を用いた解析においても同様の

傾向が認められた．これらの結果から，細胞

外に表出される SWAN のヌクレアーゼ活性

により，S. sanguinis は NETs の DNA を分解

し，NETs による殺菌から回避する可能性が

示唆された 
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