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研究成果の概要（和文）：i) A群レンサ球菌はひとつの種ではあるものの、CRISPRにより、ファージの数、種類を制限
することで、亜種化が進んでいることが明らかとなった、ii) 本種は、CRISPRを段階的に脱落させ、最終的には利他的
なファージによるCRISPRシステムの完全除去が行われることで、自由に多様なファージを取り入れる株が出現している
こと、iii) 劇症型（coreが小さい）、非劇症型株（coreが大きい）は系統によらず、特異的なSNPが関与する可能性、
が示された。

研究成果の概要（英文）：There are three major findings as follows: i) Streptococcus pyogenes are 
diversified into two subspecies using CRISPR by restriction of number and kind of phage invasion into 
genome, ii) One subspecies may appear by step-wise deletion of CRISPR and final complete deletion of 
CRISPR/cas system by an altruistic phage, iii) virulent type of this bacteria carries smaller genome size 
compared to the avirulent type, which is not related to phylogeny but related to specific SNPs that could 
determine the virulence.

研究分野： 環境遺伝生態学

キーワード： トランスクリプトーム　ゲノム　レンサ球菌　オートファジー
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトの主要な病原性細菌である A 群レン
サ球菌（Group A Streptococcus ; GAS）は、
ヒトにおいて多彩な病態を示し、まったく症
状を示さない不顕性感染や化膿性炎症から、
致死率の極めて高い劇症型 A 群レンサ球菌
感染症の起因菌となる。このような多彩な疾
患を引き起こし、例年のように流行を引き起
こすことから、その疾患発症機構の解明に向
けて多くの研究が推進されている。 
 その一環として、当研究室で決定した劇症
型感染症由来の SSI-1 株を含め（Genome 
Res., 2003,13:1042-55）、これまでに 14 株も
のゲノム情報が決定されている。さらに、申
請者らが臨床分離株 52 株のドラフトゲノム
の取得・解析を行った結果（未公表）、GAS
ゲノムの最大約 1/5 が細菌のウイルスである
バクテリオファージ（ファージ）由来である
こと、また各菌株特異的な遺伝子群の多くが
ファージ由来であり、ほぼすべてのファージ
に病原性遺伝子群が存在することが明らか
となった。丸山はこのファージ獲得に関して、
ファージなどの外来性遺伝因子に対する獲
得免疫機構を担う Clustered Regularly 
Interspaced Palindromic Repeats
（CRISPR)領域との関係性に着目した解析
を行ってきた。その結果、種全体としては
CRISPR によるファージへの抵抗性を保持
しているが、同属の他種よりもその活性は弱
く、CRISPR を欠失して数多くのファージを
獲得している株（上記の SSI-1 株など）の存
在などが明らかとなった （PLoS One, 2011, 
6:e19543., BMC Genomics, 2009, 10:358）。
加えて、70 株を用いた多株比較ゲノム解析か
ら、本菌においては CRISPR 欠失により多種
多様なファージを獲得している系統がある
一方、CRISPR を保持する株では、獲得する
ファージの「種類」を規定する系統がいる可
能性が示された（未公表）。いずれの場合に
おいても、A 群レンサ球菌のゲノム進化にお
いてファージの寄与が非常に高いことは明
らかである。 
 一方、A 群レンサ球菌は感染時、ヒト上皮
細胞内へ侵入するが、侵入した菌の大部分は
細胞内のオートファジーと呼ばれる機構に
よって分解・除去される。オートファジーに
免疫機能があることを当研究室が初めて報
告 す る と と も に （ Science, 
2004,306:1037-40）、細胞による侵入細菌の
認識機構の研究を進めることで、その制御に
関わる因子群を明らかにしてきた（PLoS 
Pathog, 2010,5:e1000670., Cell Microbiol, 
2012, 14:1149-65）。 
 その後、細胞内へ侵入した一部の細菌はオ
ートファジーによる分解を逃れていること、
逃れた菌はオートファジーによる「異物とし
ての認識」を受けていないというデータを得
ている（未公表）。そこで、感染細胞内の GAS
について ORF マイクロアレイ、タイリング
アレイによる発現解析を行った結果、病原遺

伝子や機能未知遺伝子の他、ファージの組込
みや転移に関与する遺伝子群の発現が感染
によって亢進しており、これはオートファジ
ーの存在の有無でも大きく異なっていた（未
公表）。また、ファージ由来のインテグラー
ゼ遺伝子を欠損した変異株では、ファージ由
来遺伝子だけでなく、ゲノム上の様々な遺伝
子の発現が通常の培地のものとは大きく変
化していた（未公表）。以上の予備データか
ら、本菌は細胞内へ侵入後、一部はオートフ
ァジーにより除去されてしまうものの、残り
の一部の菌は細胞内環境に「適応」すること
により、細胞内生存を可能としたと考えられ
る。上記の宿主侵入後にファージ遺伝子群が
活性化するという結果に加え、本菌のファー
ジがヒト上皮細胞の存在下で誘導され
（Infect. Immun., 2003, 71:7079）、誘導され
たファージが形質導入能を持つこと（Infect. 
Immun., 2003, 71:3782） が報告されている
ことから、本菌は細胞内でファージの誘導・
獲得を介したゲノム多様化を行い、感染時に
は、動的な遺伝子発現変化により適応してい
るのではないかと考えた。さらに、GAS の発
現変化に対抗する宿主のオートファジー関
連遺伝子群の発現制御機構、寄生菌—宿主遺
伝子発現ネットワークを明らかにしたいと
考えた。 
 
２．研究の目的 
 前述の構想を踏まえ、本研究では細胞内寄
生性細菌である GAS のファージに着目した
細胞内での多様化・生存戦略の解明と細胞内
の免疫システムオートファジーの遺伝子発
現制御ネットワークの解明に焦点を絞り、3
年間で次の研究を計画した。I) GAS 大量ゲノ
ム情報を用いて、特にファージと CRISPR と
の関係性から本菌の多様化・進化機構を明ら
かにする。II) 感染後経時的な GAS と宿主の
同時トランスクリプトーム解析（RNA-seq, 
TSS [Transcription Start Site]-seq） により、
遺伝子発現ネットワークをオートファジー
との関わりを明らかにし、菌側の生存および
宿主側の感染防御に重要な因子を同定する
（感染時特異的な新規 non-coding RNA、
antisense RNA、転写開始点なども決定する）。
III） ジャーファーメンターを用いた細胞内
環境再現実験系（I, II より予測された重要な
遺伝子に影響を与える化学因子を用いる）で
GAS の細胞内生存戦略機構を発現レベルで
実証するとともに、連続培養を継続すること
によりゲノム多様化を再現することを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
本研究の目的を達成するために以下の3項目
を実施した。 
I) A群レンサ球菌の大量ゲノム配列を用いて
多株ゲノム解析および臨床データとの重相
関解析により、多様化モデルの構築と進化実
験のためのパラメータ選定。 



II) ジャーファーメンターを用いた高精度
トランスクリプトーム、転写開始点解析およ
び細菌・宿主同時トランスクリプトームによ
る遺伝子ネットワークの解明。 
III) ジャーファーメンターを用いた細胞内
環境再現実験によるA群レンサ球菌の細胞内
生存戦略機構の解明（短期間での遺伝子発現
解析および長期間でのゲノム進化実験）。 
 
４．研究成果 
 丸山は３年間連続で新学術領域「ゲノム支
援」を受けることで、本若手研究（A）で得
られる当初の予想を上回る成果が得られた。 
 本来の計画は次の通りである。GenBank 等
より、全ての GAS 配列データと種々のメタデ
ータ（生育条件、単離元、臨床データなど）
を取得する (ゲノム支援により現在、897 株
分のデータを保有)。これらを元にデータベ
ースを構築する。特に Mタンパク質は 100 種
類以上あり、病原性にも関与していることか
ら重要性が高い。そこで型の異なる 90 株程
度のA群レンサ球菌株からゲノム配列を取得
する。そして、メタデータによる分類に加え、
すべてのGASが共通して保有する遺伝子セッ
ト（Core-genome）や GAS 全体で一株でも保
有する遺伝子セット（Pan-genome）を決定す
る。本菌で重要なゲノム再編成のパターンや、
本菌の病原因子をコードするバクテリオフ
ァージ（ファージ）、その排除システムであ
る CRISPR についても予測を加えることで本
種の多様化機構を明らかにする、というもの
であった。 
 ゲノム支援の結果、従来の計画では困難で
あった以下の知見が得られた。まず、本種の
多様化においては、獲得免疫システムである
CRISPR とファージが主要な役割を果たし、種
内で2つのグループが存在することがわかっ
た。そして、これには CRISPR の欠失が重要
であることがわかった。また、それぞれのグ
ループの特徴として、CRISPR を保有するグル
ープはゲノムを構成する遺伝子数がほぼ一
定で保守的であり、一方、CRISPR を欠損した
グループは多様なファージが出入りし、
Pan-genome が大きく、さらに Core-genome サ
イズが CRISPR 保有型に比べ小さくなってい
た。すなわち、「ファージを介したゲノム縮
小という新奇ゲノム進化機構」の存在を明ら
かにすることができた。 
しかし、CRISPR 欠損型には劇症型株が多く含
まれる原因の解明が重要な課題として残さ
れている。この原因としては 3つの可能性が
考えられる。すなわち、i) 劇症型特異的遺
伝子は存在しないため、劇症型特異的 SNPs
の関与、ii) ファージによってもたらされる
病原因子の組み合わせ、iii) ファージがも
たらすメチラーゼによるメチル化の病原遺
伝子発現への影響である。 
 現在、追加でゲノム支援を受けることが出
来たため、上記 ii), iii)のメチローム、ト
ランスクリプトーム、網羅的 TSS 情報を得る

ことができたため、GAS ゲノム内のファージ
がもたらす本菌の病原性を規定するエピジ
ェネティックな影響が明らかにする試みを
進めている。 
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