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研究成果の概要（和文）：ミティス群口腔レンサ球菌は口腔内で最多数を占める常在細菌であるが，抜歯などの
際に菌血症や心内膜炎を引き起こすことがある．
　本研究により，ミティス群口腔レンサ球菌が感染防御の最前線で働くマクロファージや好中球に細胞死を引き
起こすことが明らかになった．その病原因子を探索したところ，菌が産生する過酸化水素が細胞死を誘導すると
いう意外な事実が明らかになった。この細胞死は炎症応答とは異なるメカニズムで引き起こされ，細胞内小器官
であるリソソームの傷害に関連していた．細菌由来の過酸化水素が細胞毒性を有することは，従来全く知られて
おらず，本研究の成果は口腔レンサ球菌の病原性の研究に一石を投じるものである．

研究成果の概要（英文）：Members of the oral mitis group streptococci are dominant colonizers of 
dental plaque, and causative agents of infective endocarditis. 
 In the present study, we found that these streptococci produce hydrogen peroxide (H2O2), which is 
cytotoxic to human macrophages and neutrophils. The cytotoxic effect seemed to be independent of 
inflammatory responses, because H2O2 was not a potent stimulator of inflammatory cytokines such as 
TNF-a in macrophages. Our study reveals that streptococcal H2O2 plays as a cytotoxin, and is 
implicated in the evasion of these streptococci from host defense system by inducing cell death of 
innate immune cells. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 口腔レンサ球菌は口腔から最も多く分離
される菌種であると共にデンタルプラーク
の重要な構成員である．なかでも、ミティス
群(mitis group) に属する口腔レンサ球菌
は歯の萌出の際に最初に歯面に定着するこ
とが知られている． 
 一般的に口腔レンサ球菌の病原性は弱い
が，その中でミティス群口腔レンサ球菌は比
較的病原性が強く，抜歯や口腔外傷などによ
って血液中に入ると菌血症や感染性心内膜
炎を起こす．特に，先天性の心臓疾患を抱え
た小児は感染性心内膜炎のリスクが高く，抜
歯などの治療には十分な注意を払う必要が
ある．疫学調査では菌血症の患者から分離さ
れるミティス群レンサ球菌の比率は A 群レ
ンサ球菌や B 群レンサ球菌と比肩するほど
多いと報告されており，菌血症の起因菌とし
ても決して無視できない存在である．さらに，
近年，動脈硬化症でもアテローム性プラーク
からミティス群レンサ球菌が高頻度で分離
されるという報告もなされ，臨床上も重要な
病原細菌であると認識されるようになって
いる．このようにミティス群レンサ球菌は常
在細菌と病原細菌の 2 面性を持ち合わせて
いるが，その病原因子についてはほとんど何
も知られていない． 
 
２．研究の目的 
 
 申請者は，平成 23 年度-25 年度科研費研
究により，ミティス群口腔レンサ球菌に新規
の病原因子として線毛 pili が存在するこ
とを明らかにした．この過程でこれらの口腔
レンサ球菌がマクロファージの細胞死を促
進することを見出し，それに関与する病原因
子を探索した結果，菌が産生する過酸化水素
がこの細胞死に関与しているという意外な
可能性を見出した． 
  この発見は口腔レンサ球菌の病原因子に
関する従来の常識を大きく変える可能性が
ある．果たして過酸化水素はミテイス群口腔
レンサ球菌の隠れた病原因子なのだろう
か？本申請では，この疑問に答えるべく様々
な角度からミテイス群口腔レンサ球菌にお
ける過酸化水素の役割を解明することを目
的とする． 
 
３．研究の方法 
 
 本申請では，ミティス群口腔レンサ球菌と
して主に S. oralis を使用し，それが産生す
る過酸化水素の細胞傷害作用と病原性との
関連を，マウスマクロファージ細胞株 
RAW264 を用いて研究した．まず，S. oralis
の過酸化水素産生欠損株を作製し，その細胞
傷害性を LiveDead 蛍光染色法やトリパン
ブルー染色法により，親株と比較した．さら
に，過酸化水素単独によるマクロファージ細

胞死の濃度依存性を調べ，細胞細胞死におけ
るアポトーシスやインフラマソーム，炎症応
答の関与を検討した．  
 ついで好中球や上皮細胞などにおけるミ
ティス群レンサ球菌由来の過酸化水素の細
胞傷害作用，さらに好中球の貪食作用への影
響を解明した． 
 最後に，マクロファージの細胞内オルガネ
ラを蛍光染色し，S. oralis 感染あるいは過
酸化水素が細胞内オルガネラに与える作用
を蛍光顕微鏡下で観察した． 
 
４．研究成果 
 
（１）口腔レンサ球菌によるマクロファージ
の細胞死 
 マクロファージ細胞株 RAW 264 に口腔レ
ンサ球菌を感染させ,蛍光染色法で細胞死の
有無を調べた（図１）． 

 S. oralis や S. sanguinis などのミティ
ス群口腔レンサ球菌は細胞死を誘導したが，
S. mutans や S. salivarius は影響を与え
なかった．ミティス群口腔レンサ球菌は過酸
化水素を産生することが知られているが，こ
の過酸化水素がマクロファージの細胞死に
関与しているのかどうかを調べるため，感染
実験の際に catalase を添加したところ，細
胞死の抑制が認められた．さらに， S. oralis 
の過酸化水素産生に必須の  pyruvate 
oxidase 遺伝子をノックアウトした変異株を
作成してマクロファージに感染させた結果，
親株と比較して細胞毒性が減少していた．ま
た，過酸化水素単独の作用を検討すると，1 mM 
という低濃度でマクロファージの細胞死を
誘導しうることが判明した． 
 
（２）ミティス群レンサ球菌感染によるマク
ロファージの遺伝子発現変化 
 菌の感染によるマクロファージの遺伝子
発現応答の変化をマイクロアレイ法を用い
て調べた．過酸化水素産生欠損株と比較した
ところ，菌が産生する過酸化水素が細胞のス
トレス応答を引き起こすことが示唆された． 
 
（３）ミティス群レンサ球菌感染が好中球に
及ぼす作用 
 ミティス群口腔レンサ球菌を好中球と反
応させたところ，同菌が好中球に NETs （好
中球細胞外トラップ：核内 DNA を細胞外に
放出することにより，周辺の細菌を捕捉殺菌



する）放出を誘導することが分かった．NETs 
放出は引き起こされるものの，菌が産生する
過酸化水素が好中球の細胞死を誘導するた
め，結果的には，菌に対する貪食・殺菌作用
が低下することが明らかになった． 
 
（４）ミティス群口腔レンサ球菌由来の過酸
化水素が細胞内オルガネラに与える影響 
 最後に，S. oralis 由来の過酸化水素が細
胞内オルガネラにどのような影響を与える
のかを蛍光染色法で観察した．その結果，過
酸化水素がリソソームに傷害を与え，リソソ
ーム内の加水分解酵素が細胞質に漏出する
ことを示唆する結果が得られた（図２）．  

 
 これらの結果をまとめると，ミティス群口
腔レンサ球菌はマクロファージに細胞死を
誘導するが，それは菌が産生する過酸化水素
によるものであることが示された．過酸化水
素によってストレス応答が誘導されること，
リソソームが傷害されることなどを含め，ミ
ティス群口腔レンサ球菌感染によるマクロ
ファージの細胞死誘導には，過酸化水素が重
要な役割を果たしていると考えられる（図
３）． 
 本研究により，過酸化水素の細胞傷害性が
ミティス群口腔レンサ球菌の感染戦略，生存
戦略に大きな役割を果たしていることが明
らかになった． 
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