
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６０７

基盤研究(C)（一般）

2015～2013

A群連鎖球菌保有各種病原因子による免疫応答解析に基づくDNAワクチン作製基礎研究

DNA vaccine production fundamental Study based on the immune response analysis by 
group A hemolytic streptococcus held various pathogenic factor

３０５４７３８６研究者番号：

新井　和明（ARAI, KAZUAKI）

北里大学・生命科学研究所・講座研究員

研究期間：

２５４６１５１９

平成 年 月 日現在２８   ６ ２２

円     3,900,000

研究成果の概要（和文）：A群溶血性連鎖球菌感染症は軽微な咽頭炎から重篤となる劇症型連鎖球菌感染症と種々の病
態を示す。我々は各種病原因子に注目し、菌株から病原因子が含まれる蛋白分画を精製し、それをマウスの骨髄細胞を
GM-CSFでマクロファージ、樹状細胞に分化させた細胞に作用させた。細胞から遊離される多種のサイトカインやケモカ
インのｍRNAをqRT-PCRで、またその産生蛋白を蛍光磁性マイクロビーズを使ったEIA法により検出した。その結果、炎
症性サイトカインであるTNF-α, IFN-γ,IL-1β, IL-12p40, KC(CXCL2)の発現が生菌で顕著にまたIL-6、iNOS、KC、MI
P-2の上昇も見られた。

研究成果の概要（英文）：Group A hemolytic streptococcus shows a fulminant streptococcal infection and a 
variety of pathological conditions become severe from mild pharyngitis. We focus on its various 
pathogenic agents, to purify the protein fraction containing the causative agent of the particular 
strain, and it is differentiated cells collected from mouse bone marrow macrophages GM-CSF, dendritic 
cells cells allowed to act on. A variety of cytokines and chemokine mRNA released from the cells by 
qRT-PCR, also detected the production of protein from both sides by the EIA method using the fluorescent 
magnetic microbeads. As a result, TNF-α, IFN-γ, IL-1β, IL-12p40, KC (CXCL2) significantly also IL-6, 
iNOS expression in viable cell, KC, elevated MIP-2 is a inflammatory cytokine It was also observed.

研究分野：感染症内科学

キーワード： A群溶血性連鎖球菌　サイトカイン　ケモカイン　病原性　炎症　CpG-ODN　DNAワクチン
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１．研究当初の背景  

(1) 本邦においてＡ群溶血性連鎖球菌 (Ａ群

溶蓮菌： Streptococcus pyogenes) 感染症は

咽頭炎の原因微生物として 5 類感染症の小児

科定点届出数は年間 15 万人から 27 万人にお

よんでいる。猩紅熱、膿痂疹等の軽度な非浸

襲性感染症もある。しかし極めて病態の進行

が早い劇症型溶蓮菌感染症の原因微生物とし

て 5 類の全数把握感染症届出の対象であり、

2011 年から年間届出数は増加している。  

 

(2) Ａ群溶連菌はマクロライド耐性、テトラ

サイクリン耐性 (Arai K, et al,51st ICAAC, 

Chicago)フルオロキノロン耐性 (Arai K, et 

al. J Antimicrob Chemother 66: 494-8,2011)

が出現し微増しつつある。またペニシリン耐

性は現在ないもののその出現が危惧される。  

 

(3) Ａ群溶連菌感染に続発するリューマチ

熱は心筋炎をはじめとする心疾患を引き起こ  

す。日本、欧米等の先進国では 10 万人当たり

0.23 から 1.88 人と低いが、開発途上国では

千人あたり 1.2 から 150 人とリューマチ性心

疾患の発生率は極めて高い。 (Catherine 

Oliver. JAntimicrob Chemother 25: 13-21, 

2000)。この疾患を撲滅することは開発途上国

のみならす先進国でも望まれる世界的な課題

である。  

 

2. 研究目的  

Ａ 群 溶 血 性 連 鎖 球 菌 ( Ａ 群 溶 蓮 菌 ：

Streptococcus pyogenes) 感染症は多様な病

態を示す。その病原因子は多種にわたり、そ

れぞれの役割、特に関連性はすべて解明され

ていない。その中で劇症型溶蓮菌感染症（人

食いバクテリア）は重要である。いまだにワ

クチンによる予防は確立されていない。本研

究では以下の項目を解析することにより、予

防法の確立を目指す。  

マ ク ロ ラ イ ド 耐 性 Ａ 群 溶 連 菌 の 研 究 を 進

め る 過 程 で 各 種 病 原 因 子 関 連 遺 伝 子 の 解 析

を行なった。 emm 遺伝子によってコードされ

る 細 胞 へ の 付 着 に 関 係 あ る 表 面 に 存 在 す る

Ｍ 蛋 白 と そ の 他 の 病 原 因 子 関 連 遺 伝 子 の 解

析を進めた。その結果を下記の表に示す (新

井等第 86 回日本感染症学会、長崎）。CDC(米

国疾病対策センター )のデータベースには約

150 種の emm 遺伝子 (M 蛋白 )が録されている。 

従 来 の ワ ク チ ン 作 製 研 究 は こ れ を 抗 原 と

してきたが、経年的、諸外国によって流行株

が 変 化 す る こ と が 支 障 と な り 多 価 ワ ク チ ン

の作製が出来なかった。Ａ群溶連菌は病原因

子であるストレプトリジン O(SLO)、発赤毒素

（ SpeA, SpeB SpeC, SpeF SpeG, SpeH,SpeJ）、

増殖毒素（ SmeZ）、ストレプトリジン O(SLO)、

ス ト レ プ ト リ ジ ン S(SagA）、 ス ー パ ー 抗 原

（ SSA)等が存在する。また細胞への付着因子

であるフィブロネクチン結合蛋白 (Fbp)フ ィ

ブリノーゲン結合蛋白等、多種類存在し、劇

症 型 溶 蓮 菌 感 染 症 の 急 激 な 病 状 の 進 行 は こ

れ ら の 病 原 因 子 が 総 合 的 か つ 連 携 し て 働 い

ていると思われる。これら多くの病原遺伝子

を遺伝子操作により、近年可能となりつつあ

るＤＮＡワクチンの手法を用い、普遍的な予

防ワクチンを作製することを目的とする。  

(1) 各種病態におけるＡ群溶連菌臨床分離  

の 病 原 因 子 と そ の 関 連 遺 伝 子 の 保 有 状 況 の

調査  

(2) 各 種 病 原 因 子 と そ の 複 数 組 み 合 わ せ に

よる免疫応答の解析  

(3) 免 疫 応 答 の 解 析 の 結 果 に よ る 予 防 Ｄ Ｎ

Ａワクチン作成プロトコール  

 

3. 研究方法  

(1) Ａ群溶連菌菌株の収集と保存  

 2012 年 8 月から 2013 年 7 月までの 1 年間

でＡ群溶連菌 2,698 株と 2014 年 8 月から

2015 年 7 月までの 1 年間で 1,964 菌株を収

集した。5%ヒツジ血液それらはブレインハー

トインフージョン液体培地とグリセリンを 1

対 1 の割合で混合した保存用の培地 1ml に懸

濁し、 -80℃ のディープフリーザーで保存し

た。また韓国、慶尚国立大学病院で収集した

菌 171 株も同様に保存した。  

 

(2) 収集菌株の病原因子解析  

収集菌株の幾つかを選択し、前述の発赤毒

素 6 種類、SmeZ、SLO、SSA、SagA をコードす

る遺伝子を PCR 法により検出した。  

 

(3) 菌株の薬剤感受性試験と MLST の実施  

 韓国株の薬剤感受性検査を実施し、 168 株

に つ い て マ ク ロ ラ イ ド 系 薬 を 始 め と す る 全

11 薬剤について最小発育阻止濃度 (MIC)を測

定した。そして日本株と比較した。その際マ

クロライド耐性遺伝子である ermA、 ermB、

mefA 遺 伝 子 、 分 子 疫 学 的 比 較 手 法 と し て

Maltilocus Sequence Typing（ MLST）を実施

した。  



(4)限外ろ過器による培養液の粗分画

病原遺伝子の保有状況に従い、それそれの

株を

天培地（

Todd

Medium(Sigma)

外ろ過器

用し、蛋白粗分画

50kDa

 

(5) 

白 粗 分 画 の 添 加

イン・ケモカインの発現

BALB/C

取し、

medium(Sigma):

ライテスク

8 日 間 、

RPMI1640

を除去した。

ト（住友ベークライト）の各ウエルに生菌、

死 菌 は

100ng/

養液からアイソジェン（ニッポンジーン）に

て TotalRNA

1 s t  s t r a nd  c D N A  S yn t h e s i s  Ki t

イオ）

レートとして

のｑ

 

(6)サイトカイン・ケモカイン蛋白の定量

 8

に 検 出 す る ｘ Ｍ Ａ Ｐ テ ク ノ ロ ジ ー を

た Luminex100

 

4. 研究成果

(1) 

調 べ た と こ ろ 全 て の 菌 株 が 持 っ て い た の は

発赤毒素

であった。

 

N o  

2 2 6  

5 1 5  

5 6 7  

1 2 0 5  

1 2 0 6  

限外ろ過器による培養液の粗分画

病原遺伝子の保有状況に従い、それそれの

株を 5%ヒ ツジ血液加トリプチケースソイ寒

天培地（コージンバイオ）

Todd-Hewitt broth(

Medium(Sigma)

外ろ過器 Vivaspin20

用 し、蛋白粗分画

50kDa、 >50kDa

 

 マウス培養細胞への

白 粗 分 画 の 添 加

イン・ケモカインの発現

BALB/C マウスの大腿骨、

取し、 GM-CSF

medium(Sigma):

ライテスク )、

日 間 、 5%炭 酸 ガ ス に て 培 養 し た 。

RPMI1640 培養液にて洗浄し、

を除去した。48

ト （住友ベークライト）の各ウエルに生菌、

死 菌 は 約 2×

100ng/well 添加し、

養液からアイソジェン（ニッポンジーン）に

TotalRNA を抽出した

1st s t r a nd  c D N A  S yn t h e s i s  Ki t

イオ）にて c

レートとして

のｑ RT-PCR で行った。

サイトカイン・ケモカイン蛋白の定量

8 項目のサイトカイン・ケモカインを同時

に 検 出 す る ｘ Ｍ Ａ Ｐ テ ク ノ ロ ジ ー を

Luminex100

研究成果  

(1) 収集した

調 べ た と こ ろ 全 て の 菌 株 が 持 っ て い た の は

発赤毒素 B(SpeB)

であった。（表１）

表１各種菌株と病原因子保有状況

e m

m  

s p

e A  

s p

e B  

1  +  +  

7  -  +  

6  +  +  

4  +  +  

1  +  -  

限外ろ過器による培養液の粗分画

病原遺伝子の保有状況に従い、それそれの

ヒツジ血液加トリプチケースソイ寒

コージンバイオ）

Hewitt broth(Difco)

Medium(Sigma)で 3 日間培養した。

Vivaspin20-10K

用 し、蛋白粗分画 <10kDa

>50kDa を得た。

マウス培養細胞への

白 粗 分 画 の 添 加 と 培 養 細 胞 の 各 種 サ イ ト カ

イン・ケモカインの発現

マウスの大腿骨、

CSF(Sigma)を添加した

medium(Sigma):10%FCS(Bioclone)

、 PC/SM(ナカライテスク

炭 酸 ガ ス に て 培 養 し た 。

培養液にて洗浄し、

48 ウエル浮遊細胞用培養プレー

ト（住友ベークライト）の各ウエルに生菌、

×10７ 個 /ウ エ ル

添加し、3 日間培養した。

養液からアイソジェン（ニッポンジーン）に

を抽出した

1st s t r a nd  c D N A  S yn t h e s i s  Ki t

cDNA に逆転写し、それをテンプ

レートとして各種サイトカイン、ケモカイン

で行った。

サイトカイン・ケモカイン蛋白の定量

サイトカイン・ケモカインを同時

に 検 出 す る ｘ Ｍ Ａ Ｐ テ ク ノ ロ ジ ー を

Luminex100 を使用し測定した。

 

収集した 5 つの菌株について病原因子を

調 べ た と こ ろ 全 て の 菌 株 が 持 っ て い た の は

B(SpeB)とストレプトリジン

（表１）  

表１各種菌株と病原因子保有状況

 

s p

e C  

s p

e F  

s p

e G

 -  +  +  

 +  +     +  

 +  +  +  

-  +  － + 

 -  +  +  

限外ろ過器による培養液の粗分画

病原遺伝子の保有状況に従い、それそれの

ヒツジ血液加トリプチケースソイ寒

コージンバイオ）で培養し、それを

Difco) と

日間培養した。

10K、 -30K

<10kDa、 10～ 30kDa

を得た。  

マウス培養細胞への GAS 菌体および蛋

と 培 養 細 胞 の 各 種 サ イ ト カ

イン・ケモカインの発現  

マウスの大腿骨、脛骨から骨髄を採

を添加した

(Bioclone)

ナカライテスク

炭 酸 ガ ス に て 培 養 し た 。

培養液にて洗浄し、 GM-

ウエル浮遊細胞用培養プレー

ト（住友ベークライト）の各ウエルに生菌、

ウ エ ル 、蛋 白 粗 分買 は

日間培養した。

養液からアイソジェン（ニッポンジーン）に

を抽出した。それを Prim e S c r ip t

1 s t  s t r a nd  c D N A  S yn t h e s i s  Ki t

に逆転写し、それをテンプ

各種サイトカイン、ケモカイン

で行った。  

サイトカイン・ケモカイン蛋白の定量

サイトカイン・ケモカインを同時

に 検 出 す る ｘ Ｍ Ａ Ｐ テ ク ノ ロ ジ ー を

を使用し測定した。

つの菌株について病原因子を

調 べ た と こ ろ 全 て の 菌 株 が 持 っ て い た の は

とストレプトリジン

表１各種菌株と病原因子保有状況

s p

e G  

s p  

e H  

s p

e J  

s m

e Z

 -  +  +

 +  -  -

 -  -  -

 -  -  +

 -  +  -

限外ろ過器による培養液の粗分画  

病原遺伝子の保有状況に従い、それそれの

ヒツジ血液加トリプチケースソイ寒

で培養し、それを

と NCTC135 

日間培養した。それを

K、 -50K を使

30kDa、 30

菌体および蛋

と 培 養 細 胞 の 各 種 サ イ ト カ

脛骨から骨髄を採

を添加した RPMI1640

(Bioclone),2ME( ナ カ

ナカライテスク )にて

炭 酸 ガ ス に て 培 養 し た 。 そ し て

-CSF(Sigma)

ウエル浮遊細胞用培養プレー

ト（住友ベークライト）の各ウエルに生菌、

、蛋 白 粗 分買 は

日間培養した。その

養液からアイソジェン（ニッポンジーン）に

Prim e S c r ip t

1 s t  s t r a nd  c D N A  S yn t h e s i s  Ki t（タカラバ

に逆転写し、それをテンプ

各種サイトカイン、ケモカイン

サイトカイン・ケモカイン蛋白の定量  

サイトカイン・ケモカインを同時

に 検 出 す る ｘ Ｍ Ａ Ｐ テ ク ノ ロ ジ ー を 利 用 し

を使用し測定した。  

つの菌株について病原因子を

調 べ た と こ ろ 全 て の 菌 株 が 持 っ て い た の は

とストレプトリジン O(Slo)

表１各種菌株と病原因子保有状況  

s m

e Z  

s l

o  

s s

a  

+  +  -  

-  +  -  

-  +  -  

+  +  +  

-  +  -  

病原遺伝子の保有状況に従い、それそれの

ヒツジ血液加トリプチケースソイ寒

で培養し、それを

NCTC135 

それを限

を使

30～

菌体および蛋

と 培 養 細 胞 の 各 種 サ イ ト カ

脛骨から骨髄を採

RPMI1640 

ナ カ

にて  

そ し て

(Sigma)

ウエル浮遊細胞用培養プレー

ト（住友ベークライト）の各ウエルに生菌、

、蛋 白 粗 分買 は

その培

養液からアイソジェン（ニッポンジーン）に

Prim e S c r ip t 

（タカラバ

に逆転写し、それをテンプ

各種サイトカイン、ケモカイン

 

サイトカイン・ケモカインを同時

利 用 し

つの菌株について病原因子を

調 べ た と こ ろ 全 て の 菌 株 が 持 っ て い た の は

O(Slo)

(2) 

日本の同株の疫学的な比較を行った。その結

果、日本株は多様性が有り韓国株が解析数が

多いのに比較し、その数は少ないが

タイプは多かった。また耐性遺伝子である

ermA

表論文①を参照）

 

(3)

菌、そして蛋白粗分画

カイン・ケモカインの測定

床分離された

す応答（

ペニシリン

ンピシリン

の増加が観察される分子

が存

く関与するケモカインと言われ

TNF

は加熱死菌化

も生菌を添加した場合に顕著であった．

GAS

が最も増加したのは

KC、

GAS

IL-

GAS

が異なり、特に

性を解析する必要があると考えられた

GAS

有り、それらに応答するサイトカインに違い

がある。

Th1

γ ,IL

菌で顕著に見られた。

 

s a

g A  

+  

+  

-  

+  

+  

(2) 韓 国 の マ ク ロ ラ イ ド 耐 性 Ａ 群 溶 連 菌 と

日本の同株の疫学的な比較を行った。その結

果、日本株は多様性が有り韓国株が解析数が

多いのに比較し、その数は少ないが

タイプは多かった。また耐性遺伝子である

ermA は韓国株からは検出されなかった。

表論文①を参照）

(3) マ ウス骨髄細胞（

菌、そして蛋白粗分画

カイン・ケモカインの測定

床分離された

す応答（ TNFα

ペニシリン、

ンピシリン添加溶媒で

の増加が観察される分子

が存在した。

く関与するケモカインと言われ

TNF-α、IL-６、

は加熱死菌化

も生菌を添加した場合に顕著であった．

GAS 生菌添加後の

が最も増加したのは

、 MIP-2 などがこれに次いでいた。
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GAS 由来の蛋白分画は株により炎症惹起性
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がある。   
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,IL-1β , IL

菌で顕著に見られた。

韓 国 の マ ク ロ ラ イ ド 耐 性 Ａ 群 溶 連 菌 と

日本の同株の疫学的な比較を行った。その結

果、日本株は多様性が有り韓国株が解析数が

多いのに比較し、その数は少ないが

タイプは多かった。また耐性遺伝子である

は韓国株からは検出されなかった。

表論文①を参照）  
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日本の同株の疫学的な比較を行った。その結

果、日本株は多様性が有り韓国株が解析数が

多いのに比較し、その数は少ないが

タイプは多かった。また耐性遺伝子である

は韓国株からは検出されなかった。
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70 分 )した

も生菌を添加した場合に顕著であった．
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由来の蛋白添加により BM

が増加した．   
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タイプの炎症に関与する
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く関与するケモカインと言われ  

などの mRNA 発現
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細胞内で mRNA 発現
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タイプの炎症に関与する TNF-α , IFN

12p40, KC(CXCL2)の発現が生

韓 国 の マ ク ロ ラ イ ド 耐 性 Ａ 群 溶 連 菌 と

日本の同株の疫学的な比較を行った。その結

果、日本株は多様性が有り韓国株が解析数が

MLST の

タイプは多かった。また耐性遺伝子である  

（発

）に生菌、死

によるサイト

を行った結果、臨

は株毎に、宿主細胞に及ぼ

刺激性など）が異なっていた。

ストレプトマイシン添加よりア

mRNA

など )

は細胞の炎症に大き

発現

菌体より

も生菌を添加した場合に顕著であった．   

発現
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由 来

由来の蛋白分画は株により炎症惹起性  

抑制

。  

は菌株ごとに産生蛋白の種類に多様性が

有り、それらに応答するサイトカインに違い

, IFN-

の発現が生



 

 
また生菌程ではないが、 50kDa 以上の粗分

画で IL-1βの上昇が見られた。生菌、死菌、

粗分画に対し、細胞は多くの免疫応答が存在

する。各粗分画に対し細胞の反応性が判明し

たが、それらの結果を元にどの粗分画の精製

度を高めて行きたい。今回はマウスの骨髄細

胞を用いたが、今後ヒトの細胞との反応をよ

り精製精度を高めて行きたい。また B 細胞に

つ い て は 検 討 し な か っ た が 今 後 進 め て 行 き

たい。   

 

(4) Ａ 群 溶 連 菌 を 使 用 し た 病 原 性 を 定 量 化

する検査法の検討についてであるが、微生物

の 宿 主 に 対 す る 病 原 性 の 検 査 法 は 確 立 さ れ

てはいない。そこで我々はその確立を目指し、

軽微な咽頭炎から重篤な壊死性菌膜炎等、多

数の病態を示す A 群溶血性連鎖球菌を使用し、

そ れ を マ ウ ス 骨 髄 細 胞 か ら 分 化 誘 導 し た 単

球系細胞に反応させ、そこから産生するサイ

トカイン、ケモカインを定量解析することで

病原性の定量化を試みたので報告する。  

菌 株 に よ り 応 答 す る 炎 症 関 連 分 子 で あ る

サイトカイン、ケモカイン等に違いがある。  

 

生 菌 を 添 加 し た 単 球 や マ ク ロ フ ァ ー ジ に

対し qRT-PCR を実施することにより、TNF-α , 

IFN- γ ,IL-1 β , IL-6,IL-12p40, KC,MIP-2

の 発現見られ炎症の程度がわかる。 IL-1β 、

KC の発現が 50kDa 以上の分画で特に見られ、

炎症を捉えることが出来る。   

 

1 種類のサイトカイン等の炎症関連物質で

はなく、複数の炎症関連分子組み合わせ、定

量化することで病原性を検査できる。   

マウスの骨髄細胞を用いたが、採血した血

液 よ り ヒ ト の リ ン パ 球 を 集 め そ れ に 細 菌 抽
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出抗原を添加し、リンパ球から産生する各種

サイトカイン、ケモカイン等を定量すること

に よ り ヒ ト へ の 応 用 が 可 能 で あ る こ と が 示

唆された。

 

(5)近 年多くの研究室で使用されている

ネックス

カインの

きわめて感度が優れ、短時間で結果が出る事

も 優 れ て い る 。

BM-cell

れる

が見られた。これは

際必要なものである事が判明した。
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サイトカイン、ケモカイン等を定量すること
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