
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）

３３６０２

基盤研究(C)（一般）

2015～2013

硫化水素産生能に着目したアンギノーサスグループレンサ球菌による膿瘍形成機構の解明

The elucidation of the role of hydrogen sulfide of anginosus group Streptococci on 
abscess formation

２０３６４１５１研究者番号：

吉田　明弘（YOSHIDA, Akihiro）

松本歯科大学・歯学部・教授

研究期間：

２５４６３２５７

平成 年 月 日現在２８   ５ ３１

円     3,800,000

研究成果の概要（和文）：硫化水素による膿瘍形成機構を解明するため、S. anginosusの硫化水素欠損株を作製し、マ
ウスに接種したところ、遺伝子欠損の有無にかかわらず、膿瘍を形成した。一方、P. gingivalisで同様の実験を行っ
たところ、欠損株の膿瘍形成能は著しく低下した。これらの結果から、これらの細菌間の硫化水素産生遺伝子は全く別
の病原性を示すことが明らかになった。以上から硫化水素自身が膿瘍形成に関与するのではなく、硫化水素遺伝子によ
り発現が誘導された別の遺伝子産物が関与している可能性を示唆している。また、これらの細菌間では硫化水素産生遺
伝子により制御される遺伝子が全く別の遺伝子である可能性を示唆していた。

研究成果の概要（英文）：In order to clarify the role of hydrogen sulfide on abscess formation, we 
constructed the hydrogen-sulfide-deficient mutant of Streptococcus anginosus. There were no differences 
in abscess formation between wild type and mutant. In addition, we constructed the 
hydrogen-sulfide-deficient mutant of Porphyromonas gingivalis, too. There were significant differences in 
abscess formation between wild type and mutant.From these results, we concluded the hydrogen-sulfide 
producing genes of these organisms have quite different roles for abscess formation. These results 
suggest that the hydrogen sulfide producing genes regulate the other genes and these genes cause the 
abscess formation in these bacteria. Of these bacteria, the genes regulated by hydrogen sulfide producing 
gene seem to be quite different.
In conclusion, we found the hydrogen sulfide-producing gene of P. gingivalis plays crucial role for 
abscess formation, while that of S. anginosus does not effect on abscess formation.
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１．研究開始当初の背景 
アンギノーサスグループレンサ球菌群 
(anginosus group streptococci, AGS)はヒ
ト口腔常在菌叢から分離されるレンサ球菌
群 で あ り 、 Streptococcus anginosus, 
Streptococcus constellatus, 
Streptococcus intermedius の 3 菌種に分類
されている。AGS は口腔をはじめとした全身
の膿瘍から頻繁に単離されることから、化膿
性炎症との関連が示唆されている。これらの
細菌群は口腔以外に、菌種毎に発生部位が異
なることが報告されており、比較的多くの組
織で感染症を引き起こすことが報告されて
いる (Whiley et al., J. Clin. Microbiol. 
1990)。 
AGS の病原因子として、S. intermedius は
ヒト血液に特異的な溶血毒素であるインタ
ーメディリシンを分泌し、ヒト血液に特異的
に溶血を示すという特徴を有する
(Nagamune et al., Infect. Immun. 1996)。
この酵素は細菌の栄養源となるだけでなく、
宿主細胞の破壊、組織への浸潤や感染にも働
く因子と考えられることから、その基質特異
性が菌種の感染能力や感染部位と関連する
可能性がある。 
このように、AGS の病原因子について報告さ
れてきたが、これらの知見だけでは AGS の膿
瘍誘発機構として不十分である。これまで、
我々は S. anginosus が高い L-システイン分
解活性を持ち、L-システインを基質として硫
化水素 (H2S)を産生することを報告してきた 
(Yoshida et al., J. Periodontol. 2009)。
また、S. anginosus に L-システインを添加・
非添加した場合で BALB/c マウスの膿瘍形成
能を比較したところ、添加した場合の膿瘍形
成能が高いことを報告してきた。さらに、膿
汁中の L-システイン分解酵素βC-S lyase の
遺伝子発現を解析したところ、添加群では非
添加群の 15 倍以上発現が増強することを明
らかにしてきた (Takahashi et al., Mol. 
Oral Microbiol. 2011)。しかし、S. anginosus
の産生する硫化水素と化膿性炎症、特に膿瘍
形成との関連についてこれまで詳細に解析
されていない。 
 
２．研究の目的 
今回我々は S. anginosus の産生する硫化水
素に着目し、その膿瘍形成機構について解析
する。 

 
図１ S. anginosus 膿瘍形成機構の仮説 
特に次の４項目について膿瘍形成機構を解
明する。 
① ヒト歯肉上皮細胞への影響：本細菌およ
び変異株の歯肉上皮細胞におけるアポ
トーシス誘導等について解析する。 

② マウス膿瘍形成能への影響：膿瘍形成能
の差異について変異株を用いて解析す
る。 

マクロファージ、単球への影響：マクロファ
ージ系細胞の貪食能およびクリアランス能
について解析する。 
 
３．研究の方法 
（１）S. anginosus 硫化水素によるヒト培養
細胞への影響 
S. anginosus 親株、lcd、lcd＋lcd を用い
て、ヒト培養細胞への影響を解析した。 
（２）S. anginosus 感染によるマウス膿瘍形
成能の解析 
今回は S. anginosus βC-S lyase をコード
するlcd遺伝子のノックアウト株(lcd)およ
び相補株(lcd＋lcd)を作製し、BALB/c マウ
スに感染後、その膿瘍径の経日変化を解析し
た。 
（３）硫化水素産生グラム陰性菌による膿瘍
形成能の解析 
膿瘍形成で注目されている口腔グラム陰性
嫌気性菌である Porphyromonas gingivalis
による膿瘍形成能との差異を比較解析する
ため、同菌の硫化水素産生遺伝子を単離同定
し、その欠損株を作製し、マウス膿瘍形成能
を解析した。 
 
４．研究成果 
（１）S. anginosus によるヒト培養細胞への
影響 
S. anginosus は菌数依存的に、ヒト線維芽細
胞に対して細胞傷害作用をもつことが明ら
かになった。 



 
図２ S. anginosusのヒト線維芽細胞への細
胞傷害作用 
（２）S. anginosus 感染によるマウス膿瘍形
成能の解析 
S. anginosusが産生する硫化水素の炎症誘発
作用を解析する目的で、①S. anginosus 菌液
に L-システインを添加したもの、コントロー
ルとして②S. anginosus菌液+D-システイン、
③S. anginosus菌液のみの３群を用いてマウ
ス膿瘍形成能を解析したところ、①L-システ
イン、②D-システインを添加した場合には炎
症が起こり、③非添加群では炎症が起こらな
かった。①、②の間の炎症誘発能は①L-シス
テインを添加したほうがやや早く炎症が誘
発される傾向にあったが、①、②間ではほと
んど差異がみられなかった。また、同様の実
験をマクロファージの貪食能で解析したと
ころ、マウス膿瘍と同様に①L-システイン、
②D-システインを添加した場合には非添加
の場合と比べマクロファージ内での生存率
が上昇しており、①、②間においてシステイ
ンの構造の違いによる生存率の差異は認め
られなかった。これらのことから、S. 
anginosus の炎症誘発機構に硫化水素が直接
関与しているのではなく、L-システインある
いは D-システインにより誘発される別の起
炎物質があることが示唆された。 
（３）硫化水素産生グラム陰性菌による膿瘍
形成能の解析 
P. gingivalis で L-システインを基質として
硫化水素を産生する酵素を単離した。本酵素
の存在はこれまで報告されておらず、全く新
規の硫化水素産生酵素であることが明らか
になった。本酵素を欠失した株を作製、マウ
ス皮下に接種し、親株を接種した群と比較し
たところ、マウスの膿瘍形成面積は親株で有
意に高いことが明らかになった。 

 

 
図３ L-システインの有無と P. gingivalis
親株と硫化水素産生遺伝子欠損株を皮下接
種した場合のマウス膿瘍形成面積 
さらに、マウスの生存率は欠損株接種群で有
意に高いことが明らかになった。 

 

 
図４ P. gingivalis 親株と硫化水素産生遺
伝子欠損株を皮下接種した場合のマウス生
存率 
 
以上の結果は、マウスへの病原性には硫化水
素産生に関わる遺伝子が関与していること
を示すものである。 
また、S. anginosus で同様に硫化水素欠損株
を作製し、同様に解析したところ、遺伝子欠
損の有無にかかわらず、膿瘍を形成したこと



から、P. gingivalis と S. anginosus の硫化
水素産生遺伝子は全く別の病原性を示すこ
とが明らかになった。このことは、硫化水素
自身が膿瘍形成に関与しているのではなく、
硫化水素遺伝子により誘導された別の遺伝
子産物が関与している可能性を示唆してい
る。また、これらの細菌間では硫化水素産生
遺伝子により制御される遺伝子が、全く別の
遺伝子である可能性を示唆している。さらに、
P. gingivalis に対するマクロファージによ
る貪食実験を行ったところ、P. gingivalis
硫化水素産生遺伝子欠損株は親株と比較し
て貪食されやすいことが明らかになった。こ
のことから、細菌の産生する硫化水素は自然
免疫細胞への貪食に抵抗する因子であるこ
とが明らかになった。 
以上の結果から、P. gingivalis 硫化水素産
生遺伝子はその制御する遺伝子を介して膿
瘍形成に関与している可能性が示唆された。 
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