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研究成果の概要（和文）：豚レンサ球菌は人獣共通感染症として重要な細菌であり、菌体表層の抗原性（莢膜に
よる）により３０以上の血清型に型別されている。本研究では、豚レンサ球菌において、他の血清型株のゲノム
DNAと混合し、自然形質転換を誘導することにより、血清型が変換しうることを実証した。また、莢膜の欠失に
より、自然形質転換能が大きく上昇することも明らかにした。さらに、莢膜を欠失した豚レンサ球菌をマウス体
内で継代することにより、莢膜が復活した株が出現しうることが明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Streptococcus suis is an important bacterium which can cause severe disease 
in pigs and humans. S. suis strains are classified into more than 30 serotypes on the basis of the 
antigenicity of their capsular polysaccharides (CPSs). In this study, we demonstrated that switching
 of CPS can be occurred by mixing with  the sigX RNA polymerase sigma factor (SigX)-inducing peptide
 (XIP) and a genomic DNA extracted from the strain of other serotype. In addition, we found that 
unencapsulation increase the XIP-induced competence efficiencies. We also revealed a recovery of a 
capsule after in vivo passages of a non-encapsulated strain in mice.

研究分野： 細菌学

キーワード： 細菌学　レンサ球菌　抗原性変換　血清型
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１．研究開始当初の背景 
	 豚レンサ球菌（Streptococcus	suis）は豚
に髄膜炎や敗血症、心内膜炎等を引き起こ
すため、養豚産業において多大な経済的損
失を与えている(1)。本菌は人にも感染する
人獣共通感染症起因菌としても知られてい
る。人への感染は豚や豚肉との接触に起因
しており、重篤な場合、死に至る。人の感染
事例は世界各地で起こっているものの散発
的であったが、近年、アジア諸国で集団発生
が続発し、死亡例も増加していることから、
本菌の重要性が国内外で注目されている
(2),(3)。	
	 本菌は菌体表層を覆う多糖体である莢膜
の抗原性の違いにより、36 の血清型が現在
までに知られている(4)。病豚からは様々な
血清型が分離されるが、2 型が最も多く、人
患者由来株もほとんどが 2 型である。その
ため、2型株に対する豚用ワクチンが開発さ
れ、市販されているが、このワクチンには他
の血清型株に対する防御効果は期待できな
いという欠点がある。すなわち、ワクチンの
普及・使用状況によっては、ワクチン抗体を
回避できる新たな血清型株の出現を含めた
2 型以外の株が今後台頭する事も十分考え
られる。	
	 S.	 suis の莢膜は 2-5 個の糖で構成され
る糖鎖ユニットが重合した多糖体であり、
その合成には複数の糖合成、糖修飾及び糖
転移酵素の連携が必要である。研究代表者
らはこれまでの研究で、これら莢膜合成に
関与する酵素をコードする遺伝子は染色体
上で長さ数十 kb におよぶ遺伝子クラスタ
ー（cps	gene	cluster）を形成し、その構
成遺伝子は血清型により多様であることを
明らかにした(4)。さらに、研究代表者らの詳
細な解析から、S.	 suis は「cps	 gene	
cluster の一部あるいは全領域の交換」によ
り、全く異なる抗原性（血清型）に変換しう
ることが示唆された(4)。実際、近年、患者か
ら分離頻度が増加している血清型 14 型株
は、これまで流行していた 2 型強毒株の	
cps	gene	cluster の一部が別の遺伝子に置
き換わったことにより出現した可能性が指
摘されている(5)。すなわち、cps	 gene	
cluster の交換は in	 vivo で恒常的に起こ
っていると考えられ、2型ワクチンの普及は
「高い病原性を保持したまま抗原性（血清
型）だけが変わり、既存のワクチンで防御で
きない株」の出現を促す可能性がある。しか
し、S.	suis の抗原性（血清型）変換は実証
されておらず、機序や変換を引き起こす要
因については分かっていない。	
	 S.	 suis が血清型を変換するためには、ま
ず、異なる血清型の株から数十 kb にもおよぶ
cps	gene	cluster の全長または一部を獲得す
る必要がある。	
	 本研究課題では、その獲得様式について「①
供与側の株（ドナー株）のファージやトラン
スポゾン等の可動遺伝因子（Mobile	 genetic	

element）が関与して受容側に伝達する」及び
「②自然形質転換能を有する受容側の株（レ
シピエント株）が菌体外に放出された供与側
の DNA を直接菌体内に取り込む」の２種類の
可能性に着目した(図 1)。	

	
	 ①については、研究代表者らが実施した多
株ゲノム比較解析において、いくつかの株で
cps	 gene	 cluster 近傍に Integrative	 and	
Conjugative	 Element（ICE）と呼ばれる可動
遺伝因子（50	kb 以上）が存在することを見出
している。一部の ICE は、自身のゲノムから
環状で切出され、時に近傍領域を巻き込んで
他の株に伝達する(6)。従って、cps	 gene	
cluster 近傍の ICE も cps	gene	cluster の伝
達に関与している可能性がある。②について
は、S.	 suis の特定の株が形質転換誘導ペプ
チドの添加により自然形質転換が誘導され、
DNA を取り込むようになることが報告されて
おり(7)、研究代表者らの予備実験においても、
死菌の DNA を獲得して cps	gene	cluster の変
異を修復したと考えられる株の出現を確認し
ている。	
	 
２．研究の目的 
本研究課題では上記２つの可能性をもとにS.	
suis の抗原性（血清型）変換が実際に起こり
得ることを in	 vitro の実験により証明する
ととともに、変換を引き起こす要因や変換が
起こりやすくなる条件を含めた「in	 vivo に
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おける抗原性（血清型）変換の発生機序」を明
らかにすることを目指した。	
	
３．研究の方法 
(1)	ICE による抗原性変換の検証	
①ドナー候補株の選抜	
	 57 株のゲノム解析より、cps	gene	cluster
近傍に ICE を有するドナー候補株を選抜した。	
②	cps	 gene	 cluster を含む領域の環状切り
出し現象の検証	
	 レシピエント株への伝達に際して起こる
「ドナー株ゲノム内から cps	gene	cluster 含
む領域が環状で切り出される現象」を実験的

に検証するため、
①で選抜した候
補株を培養し、図
２のように設計
したプライマー
を用いた PCR を
実施した。	
	

③	ドナー株 ICE による抗原性変換の検証	
	 ②が確認できた場合、図３のように薬剤耐
性等のマーカーを cps	 gene	 cluster に付与
した「②で切り出し現象が確認されたドナー
株」と「レシピエント株」を共培養し、抗原性
（血清型）変換株の作出を試みた。	

	
(2)	自然形質転換による抗原性変換の検証	
①レシピエント候補株の選抜	
	 自然形質転換誘導ペプチドの添加により、
特定の S．suis 株が DNA を取り込み、組み換
えが起こりうることが報告されている(7)。そ
こで、解析中の 57 株のゲノム情報から、本ペ
プチドのコード領域や他の自然形質転換関連
遺伝子を保有する株を検索し、自然形質転換
能があると予想されるレシピエント株候補を
選抜した。	
②	レシピエント候補株における自然形質転
換の実証	
	 薬剤耐性遺伝子を含むプラスミドを供与
DNA として使用し、①で選抜したレシピエン
ト株候補に形質転換誘導ペプチドを添加して
培養することにより、形質転換株（薬剤耐性
獲得株）が出現するかを確認した。形質転換
株が出現した場合は、最も高頻度に起こる条
件を出現頻度により検討した。	
③	レシピエント株の自然形質転換誘導によ
る抗原性変換の検証	
	 ②で形質転換率が高かった株をレシピエン
ト株とし、②で検討した最も高頻度に形質転
換が起こる条件で、図４のようにマーカーを
付与したドナー株の死菌液または抽出ゲノム
DNA と共培養し、抗原性（血清型）交換株作出
を試みた。	

	
(3)in	vivo における抗原性変換の検証	
	 マウスに病原性の低い特定の株を接種し、
薬剤耐性遺伝子などのマーカーを付した別の
血清型株の死菌やゲノム DNA を混合し、血清
型変換が起こりうるかを検証する。	
	 まず、病原性の低い株として莢膜欠失株を
使用し、マウス体内で継代することにより、
莢膜の復活が起こりうるかを検証した。	
	
４．研究成果	
(1)	ICE による抗原性変換の検証	
①ドナー候補株の選抜	
	 57 株のゲノム解析より、cps	gene	cluster
近傍に ICE を有するドナー候補株を 18 株同
定した。	
②	cps	 gene	 cluster を含む領域の環状切り
出し現象の検証	
	 ①より血清型 2 型株 8 株を選択し、ICE の
cps	gene	cluster を含む環状切り出しを検証
した。その結果、ICE のみの切り出しは確認で
きたが、cps	gene	cluster を含む環状切り出
しは確認できなかった。マイトマイシン C の
添加や培養条件の変更も検討したが、同様に
確認できなかった。In	 vivo を想定した新た
な条件による検討が必要と考えられる。	
③	ドナー株 ICE による抗原性変換の検証	
	 抗原性（血清型）変換株は通常の培養条件
では得られなかった。マイトマイシン C の添
加や培養条件の変更も検討したが、同様に確
認できなかった。②同様 In	 vivo を想定した
新たな条件による検討が必要と考えられる。	
	
(2)	自然形質転換による抗原性変換の検証	
①レシピエント候補株の選抜	
	 57 株のゲノム解析より、自然形質転換関連
遺伝子を調べた結果、いくつかの株は関連遺
伝子のいずれかまたは複数に明らかに遺伝子
の大きさに影響する変異が導入されており、
機能していないことが予想された（図 5）。ま
た、自然形質転換誘導ペプチドが少なくとも
3種類存在することも明らかになった。	
②	レシピエント候補株における自然形質転
換の実証	
	 57 株より、25 株選択し、実際に自然形質転
換が誘導されうるかを検証した。各株のゲノ
ム配列から予想される自然形質転換誘導ペプ
チドの添加により、①の解析で自然形質転換
関連遺伝子のいずれか機能していないと考え
られた株については全て自然形質転換が誘導
されなかった。一方、明らかな変異が認めら
れなかった株については 1 株を除き、自然形
質転換が誘導された。	



	 これらの株のうち莢膜を欠失している株が
1 株存在し、形質転換効率が非常に高かった
ことから、莢膜の欠失は自然形質転換の効率
に影響する可能性を考え、血清型２型株を 8
株選択し、cps	gene	cluster 全領域を薬剤	
耐性遺伝子と交換した莢膜欠失株を作出し、
親株と自然形質転換効率を比較したところ、
全株で 1.	4〜50 倍上昇した（図 6）。また、株
によっては、効率は低いものの、自然形質転
換誘導ペプチドの添加しなくても、形質転換
体が出現した。以上から、莢膜欠失は自然形
質転換に影響を及ぼすことが明らかとなった。	

	
③自然形質転換誘導による抗原性変換検証	
	 マーカーを付与したドナー株の抽出ゲノム
DNA と自然形質転換誘導ペプチドを添加し
て培養することにより、様々な抗原性（血清
型）交換株の作出に成功した。すなわち、抗原

性変換に自然形質転換が大きく寄与している
ことが示唆された。	
		さらに、②の結果より、莢膜欠失株を使用
し、様々な血清型株のゲノム DNA と自然形質
転換誘導ペプチドを添加して培養し、パー
コール密度勾配遠心（莢膜保有の有無で密
度が異なる）と液体培地への接種による沈
渣の有無（莢膜欠失により沈渣ができなく
なる）により、マーカー遺伝子を導入するこ
となく、血清型変換株の作出に成功した（図
7）。しかし、自然形質転換誘導ペプチドを
添加しない場合は、通常の培養では血清型
変換は認められなかった。	

	
(3)in	vivo における抗原性変換の検証	
①in	vivo における莢膜発現の復活	
	 図 8 のように莢膜合成遺伝子の変異により
莢膜を欠失した S.	suis 株を液体培地で繰り
返し培養しても、莢膜の発現は認められな
かったが、マウス体内で継代すると、莢膜合
成遺伝子の機能が回復し、莢膜を発現する
株が出現した。	

	
②in	vivo における抗原性変換	
	 ①と同様にマウス体内で継代することによ
り、抗原性変換が起こりうるかを現在検証し
ているところである。	
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