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 本論文の要旨の一部は，Journal of Biological Chemistry誌，2013年 288巻 22

号 15854〜15864ページ，第 21回 Lancefieldレンサ球菌研究会（2012年 6月 8
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要約  

 

	
 化膿レンサ球菌（Streptococcus pyogenes）はヒトの口腔や鼻腔から飛沫感染し，咽頭

炎や膿痂疹などの比較的低侵襲な疾患から，壊死性筋膜炎などの重篤な症状を呈する劇

症型化膿レンサ球菌感染症（Streptococcal toxic shock syndrome; STSS）まで幅広い臨床

症状を示す．STSS患者に対する治療では主にペニシリン系化学療法薬が用いられるが，

予後は不良であり死亡率は 20〜50%にものぼる．過去に，ヒト補体制御因子のひとつで

ある C1 esterase inhibitor（C1-INH）を補助療法として投与し，症状の軽減した症例が報

告されたが，その作用機序については不明な点が多い．本研究では S. pyogenes が産生

するプロテアーゼによる補体関連因子の分解を検討し，S. pyogenesの病原因子によるヒ

ト補体免疫回避機構を解析した． 

	
 S. pyogenesの主要な菌体表層プロテアーゼである streptococcal C5a peptidase, または

分泌型プロテアーゼである streptococcal pyrogenic exotoxin B（SpeB）の組換え体とヒト

補体血清（ヒト血清）をそれぞれ反応させ，各プロテアーゼによる C1-INHの分解を抗

C1-INH抗体で解析した結果，SpeBが高い C1-INH分解能を有することが示された．次

に，10種の M血清型の S. pyogenes臨床分離株の培養上清をヒト血清と反応させ，各菌

株における SpeB産生量と C1-INH分解能を比較した．その結果，SpeB産生量の多い菌

株ほど C1-INH分解活性が高い傾向を示した．また，エドマン分解法を用いた解析によ

り，SpeB は C1-INH の Ile49と Ser50間ならびに Val127と Thr128間を切断することが明ら

かになった．続いて，ヒト血清もしくは非働化ヒト血清中における野生株および speB

変異株の生菌数を比較した結果，ヒト血清と反応させた speB 変異株の生菌数は野生株

と比較して有意に少なかった．ヒト血清中における野生株の生菌数は非働化ヒト血清中
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と比較して有意に多かった．一方，非働化ヒト血清と反応させた speB 変異株の菌数増

加率はヒト血清中と比較して有意に高かった．続いて，SpeB 組換え体と種々の補体関

連因子をそれぞれ反応させ，各種補体関連因子の分解をウェスタンブロット法にて解析

した．その結果，SpeBは C2，C3b，C4，C5a，C6，C7，C8，C9，および膜侵襲複合体

（membrane attack complex; MAC）をそれぞれ分解した．また，走査型電子顕微鏡を用

いてヒト血清と反応させた野生株および speB 変異株の表層構造を観察した結果，speB

変異株では野生株と比較して菌体表層構造の破壊が認められた．さらに，フローサイト

メトリーを用いて野生株および speB変異株表層へのMACもしくは C9の会合量を解析

したところ，MACは両株に会合したが，C9は speB変異株のみに会合した． 

	
 以上の結果より，S. pyogenesの分泌型システインプロテアーゼ SpeBは，種々のヒト

補体関連因子を分解することにより補体活性化経路を阻害し，宿主免疫機構に影響を及

ぼす可能性が示唆された． 
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はじめに  

 

	
 化膿レンサ球菌（Streptococcus pyogenes）は血液寒天培地上で β溶血性を示す通性嫌

気性のグラム陽性球菌で，口腔および咽頭常在細菌叢を形成することがある．菌の感染

部位によって多彩な臨床症状を呈することが知られており，咽頭炎や扁桃炎などの粘膜

疾患や，皮膚創傷部位への感染による膿痂疹や丹毒，猩紅熱を引き起こす．さらに，軟

部組織壊死を伴い敗血症性ショックを来たす劇症型化膿レンサ球菌感染症

（streptococcal toxic shock syndrome; STSS）は同菌の引き起こす重篤な病態であり，近年

発症率の増加ならびにその侵襲性が問題となっている．これまでの報告から，同菌の産

生する菌体表層型および菌体外分泌型病原因子が咽頭上皮等の細胞表面への付着，組織

内への侵入による感染拡大，さらには血中における宿主免疫系からの回避に寄与するこ

とが明らかにされている 1．特に，S. pyogenesと宿主免疫系との相互作用については同

菌の病原因子である Mタンパク 2や streptococcal inhibitor of complement-mediated lysis3，

streptococcal C5a peptidase A（ScpA）4が宿主免疫機構の回避に関与することが報告され

ている． 

	
 化膿レンサ球菌感染症に対する治療ではペニシリン系化学療法薬が主に用いられる

が，STSSによる致死率は 20〜50%にものぼると報告されている 5-8．過去にヒト補体制

御因子のひとつである C1 esterase inhibitor（C1-INH）を補助療法として STSS患者に投

与し，症状の軽減した症例が報告された 9．補体系は生体への病原体侵入を認識する宿

主自然免疫機構のひとつであり，感染早期の宿主防御に関与する．病原微生物感染時に

は補体制御因子の制御下において，それぞれの補体関連因子による一連の活性化反応を

起こす．さらに，後期補体経路において形成される膜侵襲複合体（membrane attack 
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complex; MAC）は，病原微生物の細胞膜に孔を形成し溶菌現象を引き起こす 10．また，

血清中には種々の補体関連因子が存在しており，そのうち C1-INHは補体因子 C1r，C1s，

mannose-binding protease-associates serine protease-1 （MASP-1）ならびに MASP-2を不活

化することで補体系における調節因子として機能する．さらに，C1-INH は活性化カリ

クレインの不活化および活性化血液凝固第 12 因子の不活化により血液凝固線溶系を制

御し，ブラジキニンやプラスミンの過剰産生を抑制する因子として機能している 11． 

	
 C1-INH 欠損症患者においては，ブラジキニン産生や血管透過性の亢進に伴う血管性

浮腫の症状が認められる 12．一方，STSS 患者においても毛細血管漏出症候群，播種性

血管内凝固症候群 13，C1-INH価の低下 9 が確認されており，C1-INH欠損症の患者と部

分的に類似する症状を呈する．C1-INH 欠損症の病態に関しては，血液凝固線溶系の制

御不全に伴うブラジキニンの過剰産生によって血管透過性が亢進する結果，症状が出現

すると報告されている 12．しかし，STSS の病態や症状と C1-INH との関連については

詳細に解明されていない．また，C1-INH 製剤は STSS 患者に対する治療法として有効

性が認められたにも関わらずその作用機序については不明な点が多く，現段階では標準

的な治療法としては確立されていない．  

	
 本研究では，S. pyogenes の産生する主要な病原因子と C1-INH の相互作用を解析し，

streptococcal pyrogenic exotoxin B（SpeB）が C1-INHの機能阻害に関与することを明らか

にした．さらに，C1-INH以外のヒト補体関連因子にも着目し，S. pyogenesの病原因子

が補体免疫系の回避に及ぼす作用とその機序について解析した． 
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材料と方法  

 

1. 実験材料および培養方法  

	
 本研究で使用した S. pyogenes菌株を表 1に示した．表中の臨床分離株は，東邦大学 村

井貞子博士（現日本秋田赤十字看護大学）より分与された 14．本研究に使用した scpA

変異株 TR-9ならびに speB変異株 TR-11は，SSI-9株（野生株）にスーサイドベクター

pSF151を用いて過去に作製された菌株である 15, 16．S. pyogenesの培養には 0.2%（w/v） 

Yeast Extract（Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA）を添加した

Todd-Hewitt（Becton, Dickinson and Company）（THY）液体培地，または THY寒天平板

培地を使用した．寒天平板培地の作製には 1.5%（w/v）寒天（和光純薬，大阪）を添加

した．Escherichia coli BL21（DE3）pLysE株 （Merck KGaA, Darmstads, Germany）は

Luria-Bertani（LB; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA）液体培地，または 2×YT 培地

（Sigma-Aldrich）を用いて培養した．E. coliの形質転換体の選択にはアンピシリン（100 

µg/ml）を使用した． 

表 1. 本研究で使用した S. pyogenes菌株とその M血清型  
M血清型 菌株 M血清型 菌株 

M1 SSI-9 M12 NY-5* 

M1 SSI-25 M12 TW3337 
M1 SSI-127 M12 TW3344 
M2 SE1013 M18 T18* 
M2 SE1181 M18 TW3338 
M2 SE1207 M18 TW3363 
M3 SSI-1 M22 TW3532 
M3 SSI-7 M22 TW3403 
M3 SSI-8 M22 TW3543 
M4 TW3392 M28 TW3359 
M4 TW3398 M28 TW3413 
M4 TW3400 M28 TW3528 
M6 SE1387 M49 CS101* 
M6 SE1303 M49 TW3425 
M6 TW3420 M49 TW3424 
表中の*は当研究室継代菌株を示す．それ以外の菌株は分与を受けた臨床分離株である． 
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2. 組換え体作製  

	
 ScpAについてはミネソタ大学 Patrick P. Cleary博士から分与を受けた pGEX:scpを制

限酵素 BamHI ならびにEcoRI を用いて処理し，scpA遺伝子断片を切り出した．発現ベ

クター pGEX-6P-1（GE Healthcare Life Sciences, Buckinghamshire, UK）にscpA遺伝子を

挿入し，scpA 含有プラスミド pYT1277を構築した．SpeBについては S. pyogenes SSI-9

株の染色体DNAを鋳型としてspeBに特異的なプライマーを用い，PCR法で増幅した．こ

れらのプライマーとして，5’-CATGCCATGGATAAAAAGAAATTAGGTATCAG-3’（セ

ン ス 鎖 ， 制 限 酵 素 NcoI認 識 部 位 を 含 む ） な ら び に 5’-CCCCCGGGAGGTTT 

GATGCCTACAACAGCACTTTGG-3’（アンチセンス鎖，制限酵素SmaI認識部位を含む）

を用いた．得られたPCR産物は制限酵素NcoIならびにSmaI（New England Biolabs, Ipswich, 

MA, USA）で処理し，同制限酵素で処理したpIVEX2.3-MCS vectorシステム（Roche 

Applied Science, Basel, Switzerland）に組込み，speB 含有プラスミド pYT1175を構築し

た．構築したこれらのプラスミドをそれぞれ E. coli BL21（DE3）pLysE株に形質転換し，

N末端にグルタチオン S-トランスフェラーゼタグを付与させた組換え（r）ScpA およ

び，C末端にヒスチジンタグを付与させたrSpeBを作製した．それぞれの組換え体は0.1 

mM イソプロピル-β-D-チオガラクトピラノシド添加アンピシリン含有 2×YT培地 100 

mlにて20˚C，24時間振盪培養した．回収した菌体は超音波で破砕した後，遠心分離を行

った．得られた上清画分のrScpAについてはグルタチオンセファロース4Bアフィニティ

ークロマトグラフィー（GE Healthcare Life Sciences）とジエチルアミノエチルカラムク

ロマトグラフィー（Bio-Rad, Hercules, CA, USA）を用い，rSpeBについてはニッケルニ

トリロ三酢酸アガロースアフィニティークロマトグラフィー（Qiagen, Hilden, Germany）

とジエチルアミノエチルカラムクロマトグラフィー（Bio-Rad）を用いて精製した．精
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製後の組換えタンパクは，リン酸緩衝化生理食塩水（PBS; 137 mM 塩化ナトリウム，

8.10 mM リン酸水素二ナトリウム，2.68 mM 塩化カリウム，1.47 mM リン酸二水素カ

リウム）を用いて透析した．さらに，リムルス ES-II シングルテスト（和光純薬）を

用いて精製タンパク中のE. coli 由来リポポリサッカライド（LPS）量を測定した．1 mg

の精製タンパク中に含まれるLPS量は検出限界の5 ng以下であり，精製タンパク中の

LPS量は反応系に毒性影響を与えない低値であることを確認した． 

 

3．S. pyogenes 培養上清サンプルの回収と濃縮  

	
 表1に示したS. pyogenes 30株，scpA変異株およびspeB変異株を10 mlのTHY液体培地中

で37˚C，18時間培養した後，遠心分離（3,000 g，5分間，4˚C）により上清画分を回収し

た．回収した上清画分に飽和硫酸アンモニウム 20 mlを加え，適宜ボルテックスミキサ

ーにて撹拌しながら氷上に1時間静置した．遠心分離（4,000 g，10分間，4˚C）後，回収

した沈殿を1 ml の滅菌超純水で溶解し，PBSにて透析を行った． 

 

4. SpeBによる各種補体関連因子分解能の解析  

ScpAならびにSpeBのC1-INH分解能はウェスタンブロット法を用いて，以下の手順で

調べた．S. pyogenes 野生株，scpA変異株およびspeB変異株の濃縮培養上清 40 µl もし

くは1 µM の各プロテアーゼ組換え体（rScpAもしくはrSpeB）10 µl をヒト補体血清（以

下ヒト血清，Sigma-Aldrich）10 µlと混和し，37˚Cで3時間反応させた．続いて，サンプ

ルと等量のLaemmli バッファー（10%（v/v）0.5 M Tris-HCl，20%（v/v）グリセロール，

4%（w/v）SDS，12%（v/v）β-メルカプトエタノール，ブロモチモールブルー適量）を

添加し，100˚Cで5分間熱処理した．各試料は7.5% もしくは12%（v/v）ドデシル硫酸ナ
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トリウム-ポリアクリルアミドゲル上に電気泳動（SDS-PAGE）にて展開した．セミドラ

イ式ウェスタンブロッティング装置（Bio-Rad）を用いて同ゲルをポリフッ化ビニリデ

ン（PVDF）膜（Merck Millipore）に転写し，10%（v/v）ヤギ血清（Life Technologies, Carlsbad, 

CA, USA）添加メンブレンブロッキング液（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA）

に浸漬し，4˚Cにて一晩振盪した．続いて，それぞれのPVDF膜を0.1%（w/v）Tween 20

含有リン酸緩衝生理食塩水（PBST）で3回洗浄した後，一次抗体としてウサギ抗ヒト

C1-INH抗体（Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA）添加PBSTと室温で1時間反

応させた．PVDF膜をPBST 15 mlで3回洗浄した後，二次抗体としてアルカリフォスファ

ターゼ標識抗ウサギIgG抗体（Cell Signaling Technology, Denver, MA, USA）を添加し，

室温で1時間反応させた．PVDF膜をPBSTで3回洗浄した後，5-ブロモ4-クロロ3-インド

リルフォスファターゼ/ニトロブルーテトラゾリウム（BCIP/NBT）アルカリフォスファ

ターゼ発色液（Moss, Pasadena, MD, USA）を添加し，室温で15〜30分間反応させた後，

EDTA水溶液にて反応を停止させた． 

SpeBによる各種補体関連因子に対する分解能は，以下の方法で評価した．1 µM rSpeB 

と25 nM 各種精製補体関連因子（C2，C3b，C4，C5，C5b，C6，C7，C8, もしくはC9; 

Calbiochem, La Jolla, CA, USA）をそれぞれ等量混合し，37˚Cで3時間反応させた．

SDS-PAGEには5〜20 % グラディエントゲル（アトー，東京）を用いた．精製 C2，C3b

ならびにC4とrSpeBの反応サンプルについては，一次抗体としてそれぞれヤギ抗ヒトC2，

C3bもしくはC4抗血清（Calbiochem）を，二次抗体として西洋ワサビペルオキシダーゼ

標識マウス抗ヤギIgG抗体（Cell Signaling Technology）を，発色液として3, 3', 5, 5'-テト

ラメチルベンジジンペルオキシダーゼ発色基質（Moss）を用いた．精製C5，C5b，C6，

C7，C8，ならびにC9とrSpeBの反応サンプルについては，一次抗体としてそれぞれウサ
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ギ抗ヒトC5a （Calbiochem），C5b（American Research Products, Inc., St.Waltham, MA, USA），

C6，C7，C8βならびにC9抗血清（Atlas Antibodies AB, Stockholm, Sweden）を，二次抗体

としてアルカリフォスファターゼ標識ヤギ抗ウサギIgG抗体（Cell Signaling Technology）

を，発色基質としてBCIP/NBT アルカリフォスファターゼ発色液を用いた． 

	
 MACの分解能は以下の通り評価した．Teraoの方法に従い，25 nM 精製 C5b6，C7，

C8，C9を等量ずつ混和しMACを作製した17．形成したMACを 200 nM rSpeBと等量混和

し，37˚Cで1時間反応させた．サンプルを5〜20% グラディエントゲル上に展開し，一

次抗体としてウサギ抗ヒトMAC抗体（Calbiochem）を，二次抗体としてアルカリフォス

ファターゼ標識ヤギ抗ウサギIgG抗体を用いた． 

 

5．10種のM血清型  S. pyogenes におけるSpeB産生量とC1-INH分解能の比較  

	
 10種のM血清型由来のS. pyogenes濃縮培養上清 40 µlを，ヒト血清10 µlと37˚Cで3時間

反応させた．その後，抗C1-INH抗体を用いたウェスタンブロット法により，濃縮培養

上清と反応させた血清中のC1-INHを検出した．また，ウサギ抗SpeB抗体（Toxin 

Technology, Inc., Sarasota, FL, USA）を用いたウェスタンブロット法により，濃縮培養上

清中のSpeBを検出した．さらに，デンシトメーター（Image J version 8.8.7, National 

Institute of Health, Bethesda, MD, USA）によりPVDF膜上に検出されたタンパクバンドの

光学濃度を半定量した18．  

 

6．  SpeBによるC1-INH分解産物量の経時的変化の観察  

	
 0.1 µM rSpeBと終濃度1 µM のジチオトレイトールを室温で30分間反応させrSpeBを

活性化させた．続いて，rSpeBと等量の1 µM 精製C1-INH（Sigma-Aldrich）を37˚Cにて
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10，20，30，40，50分，1，2，3もしくは4時間反応させた．抗C1-INH抗体を用いたウ

ェスタンブロット法により，得られたC1-INH分解産物を検出した．デンシトメーター

を用いてPVDF膜上に検出されたバンドの光学濃度を半定量し，C1-INH分解産物の産生

量を経時的に比較した18．その結果を基に，SpeBが最も効率的にC1-INH分解能を示す反

応時間を決定した． 

 

7．SpeBにより分解されたC1-INH断片のN末端アミノ酸配列の決定  

	
 上記で決定した反応時間を基に，1 µM 活性化 rSpeBと1 µM C1-INHを37˚Cで1時間反

応させた．SDS-PAGEにてC1-INHの分解産物をゲル上に展開し，クマシーブリリアント

ブルー R-250（CBB）溶液で染色した．これを40%（v/v）メタノール添加7.5%（v/v）

酢酸で脱色し，続いて超純水にて24時間脱色した．さらに，ABI protein sequencer model 

491HT（Applied Biosystems, Foster City, CA, USA）を用いたエドマン分解法により，CBB

染色により検出された2種の分解産物のN末端アミノ酸配列を決定した． 

 

8．各種ヒト血清中におけるS. pyogenes 生菌数算定  

	
 S. pyogenes 野生株およびspeB変異株を波長600 nmにおける吸光度（OD600）が0.4（対

数増殖期中期）となるまでTHY液体培地中で培養し，遠心分離（3,000 g，5分間，4˚C）

により菌体を回収した．菌体をPBSにて2回洗浄した後，それぞれの菌株の培養上清を

用いて0.2〜1×104コロニー形成単位（colony forming unit; CFU）/mlに調製した．調製し

た菌液90 µlとヒト血清，C1-INH除去ヒト血清，C1-INH再添加ヒト血清もしくは非働化

ヒト血清10 µlを37˚Cにて3時間反応させ，THY寒天培地上に播種した． 37˚Cで一晩培

養後，生菌数を算定した．なお，非働化ヒト血清は，ヒト血清を56˚Cにて30分間熱処理



 11 

することにより得た．ヒト血清からのC1-INH除去には．プロテインG抗体アフィニティ

クロマトグラフィー（Protein G sepharose 4Fas Flow; GE healthcare）を用いた．プロテイ

ンGセファロースビーズ1 mlを遠心分離（4,000 g，5分間，4˚C）し，上清を除去した．

続いてPBS 500 µlを加えビーズを2回洗浄し，上清を完全に除去した．200 µg/ml 抗ヒト

C1-INH抗体を500 µl加え，緩やかに回転させながら4℃にて1時間反応させた．抗ヒト

C1-INH抗体結合プロテインGセファロースビーズをカラムに充填し，PBSで2回洗浄し

た．続いて，カラムにヒト血清 1 mlを加えて室温で1時間振盪し，上清画分をC1-INH

除去ヒト血清として回収した．抗C1-INH抗体を用いたウェスタンブロット法により，

血清中にC1-INHの残存がないことを確認した．さらに．C1-INH再添加ヒト血清は，

C1-INH除去ヒト血清 64 µlに対して1.2 µg/ml 精製ヒトC1-INH （Calbiochem）16 µlを加

えて調製した． 

 

9. 走査型電子顕微鏡による形態学的解析  

	
 S. pyogenes 野生株およびspeB変異株をそれぞれ対数増殖期中期（OD600=0.4）まで培

養し，PBSにて1.5×107 CFU/mlの濃度に調製した．90 µl の調製菌液をそれぞれヒト血

清10 µlと混和し，37˚Cにて15，30，45もしくは60分間反応させた．マトリゲル（Becton, 

Dickinson Biosciences, San Jose, CA, USA）にて表面処理したガラス上にサンプル菌液50 

µlを滴下し，2.5%（w/v）グルタールアルデヒド溶液（TAAB Laboratories Equipment Ltd.，

Berks, UK）に浸漬し室温で1時間反応させ，サンプルを固定した．超純水にて3回洗浄

後，100%（v/v）t-ブチルアルコール（和光純薬）で脱水処理を3回行い，凍結乾燥した

（JFD-320, JEOL Ltd., 東京）．続いて，白金粒子を用いて蒸着処理（JFC-1600, JEOL Ltd.）

し，走査型電子顕微鏡（JSM-6390LVZ, JEOL Ltd.）を用いて菌体の表層構造を観察した． 
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10. フローサイトメトリー  

	
 対数増殖期中期（OD600=0.4）のS. pyogenes 野生株ならびにspeB変異株の培養液各1 ml

を，それぞれヒト血清10 µlと37˚Cで1時間反応させた．その後，5%ウシ血清アルブミン

（BSA：Sigma-Aldrich）ならびに10%ヤギ血清添加ブロッキング液と室温で1時間反応

させ，PBSで2回洗浄した．続いてウサギ抗MAC抗体，ウサギ抗ヒトC9抗体，ウサギ抗

ヒトC1-INH抗体と室温で1時間反応させた．なお，ポジティブコントロールとしてウサ

ギ抗M1抗体19を，ネガティブコントロールとして非免疫ウサギ血清を使用した．PBSに

よる洗浄後，サンプルをAlexa Fluor 488標識抗ウサギIgG抗体（Life Technologies）と室

温で1時間反応させた．PBSで洗浄した後フローサイトメーター CyFlow SL system

（Partec GmbH, Münster, Germany）を用いて，10,000個の菌体表層に会合したMAC，C9，

C1-INHを検出し，ソフトウェアFlowjo software version 8.8.7（Flowjo, LLC., Ashland, OR, 

USA）を用いて解析した． 

 

11. 統計学的解析  

	
 全ての実験は少なくとも3回以上行い，StatMate IIIソフトウェア（ATMS Co., Ltd., 東

京）を用いて統計処理を行った．2 群間の比較には，Mann-Whitney U 検定を用い，p<0.05

をもって有意差ありとした． 

 

	
 上記における遺伝子組換え実験については，大阪大学の遺伝子組換え実験安全規程に

従い，各委員会の承認を受けて実施した（遺伝子組換承認番号3398-1）． 
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結果  

 

1．C1-INHに作用する S. pyogenesプロテアーゼの同定  

	
 S. pyogenesは数種の病原因子プロテアーゼを産生するが，そのうちのいくつかについ

ては補体因子に対する分解能を有することが既に明らかにされている．細胞壁架橋型セ

リンプロテアーゼである ScpAは補体因子 C5aを分解することが 20，細胞外分泌型シス

テインプロテアーゼである streptococcal pyrogenic exotoxin B（SpeB）は補体因子 C3b21, 22 

ならびに補体制御因子プロペルジンを分解することが知られている 23．そこで，ScpA

ならびに SpeB を C1-INH を分解するプロテアーゼの候補として，血清中の C1-INH に

対する分解能を検討した．定常期の野生株，scpA変異株および speB変異株の上清画分，

rScpAならびに rSpeBをそれぞれヒト血清と反応させ，ウェスタンブロット法にて各画

分における C1-INH分解を解析した（図 1A）．その結果，血清と反応させた野生株，scpA

変異株の上清画分ならびに rSpeBにおいては C1-INHの全長を示す 105 kDa付近のバン

ドの消失が認められた．一方で，speB変異株培養上清画分と反応させた血清サンプル，

rScpAと反応後の血清サンプルでは全長サイズである 105 kDa付近に C1-INHバンドが

検出された．なお，scpA 変異株および野生株の菌体画分とそれぞれ反応させた血清サ

ンプルでは，C1-INHの分解に差が認められなかった（データは示さず）．次に，段階希

釈した rSpeBを血清と反応させたところ，rSpeBは濃度依存的に C1-INHを分解するこ

とを確認した（図 1B）．これらの結果から，培養上清中に産生される分泌型プロテアー

ゼである SpeBは C1-INH分解能を有することが示された． 
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2. 種々の M血清型  S. pyogenesにおける SpeB産生量と C1-INH分解能との関連性  

の検討  

	
 S. pyogenesは菌体表層に架橋する Mタンパクの抗原性の違いから，130種以上の血清

型に分類されている．このうち臨床分離頻度が高い 10種の M血清型の菌株から培養上

清画分を採取し，ウェスタンブロット法によりそれぞれの C1-INH分解能を解析した（図

2A）．また，同じくウェスタンブロット法により，同株における SpeB 産生量をそれぞ

れ検出した（図 2 B）．続いて，PVDF膜上に検出されたバンド濃度をデンシトメーター

で数値化し，各培養上清の C1-INH分解能および各株の SpeB産生量を比較した（図 2C）．

その結果，培養上清画分における SpeB産生量が多い株ほど C1-INH分解能が高い傾向 
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図1．S. pyogenesの SpeBによる C1-INH分解能
　（A）S. pyogenes 野生株，scpA 変異株，speB 変異株の培養上清ならびに rScpA，rSpeB をそれぞ
れ血清と��Û&にて3時間反応させ，ウェスタンブロット法により&��,1+を検出した．レーン�，PBS（ネ
ガティブコントロール）．レーン 2，野生株培養上清．レーン 3，scpA 変異株培養上清．レーン 4，
speB 変異株培養上清．レーン 5，組換え（r）ScpA．レーン 6，rSpeB．（B）S. pyogenes 野生株の培
養上清ならびに所定濃度の rSpeBをそれぞれヒト血清と ��Û&にて �時間反応させ，ウェスタンブロッ
ト法により &��,1+を検出した．レーン �，PBS．レーン 2，野生株培養上清，レーン 3～��，PBSに
て 2倍ずつ段階希釈した rSpeB．図中の白三角 (　) は &��,1+バンドを示す．
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図2．種々の M血清型の S. pyogenes菌株における C1-INH分解活性と SpeB産生量との比較
　10 種の M 血清型から 3 種ずつ計 30 株の臨床分離株の培養上清を回収した．（A） ヒト血清と ��Û&
にて 3 時間反応させ，ウェスタンブロット法を用いて &��,1+ を検出した．（B）ウェスタンブロット
法を用いて培養上清中の SpeB を検出した．（&）A, B にて得られた &��,1+ および SpeB のタンパク
バンド輝度をデンシトメトリック解析で数値化することにより，&��,1+ 分解活性と SpeB 産生量を比
較した．&��,1+ 分解活性はオリジナルの &��,1+ のバンド輝度を 0%，バックグラウンドを 100% と
して計算した（縦軸左）．SpeB 産生量については最大輝度を示した TW 3532 株（M22）のバンドを
100%，バックグラウンドを 0% として計算した（縦軸右）．A, B については 3 回の実験を行った中の
代表的なデータを示す．なお，白三角（　）は &��,1+バンドを，黒三角（　）は SpeBバンドを示す．
&において，図中の縦棒は 3回の実験における平均値を，誤差バーは標準偏差をそれぞれ示す．
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が認められた．しかし，M3 型株の培養上清では比較的高い C1-INH 分解能を示したに

も関わらず SpeB産生は少量であった．なお，C1-INH分解能は M血清型に依存せず，

個々の株において異なる C1-INH分解能を示した．これらの結果から，S, pyogenes培養

上清による C1-INH分解活性は SpeB産生量に依存するが，一部の菌株においては SpeB

以外の因子が C1-INH分解能に関与する可能性が示唆された． 

 

3. SpeBによるC1-INH切断部位の決定  

	
 rSpeB と精製ヒト C1-INH を反応させ，ウェスタンブロット法により C1-INH 分解産

物を検出した．3種の分子量の分解産物が得られ，それぞれフラグメント 1（F1，80 kDa），

フラグメント 2（F2，60 kDa），フラグメント 3（F3，50 kDa）とした．各バンド濃度を

デンシトメーターで半定量し，分解前の C1-INH量と各分解産物の産生量を比較した結

果，C1-INHは SpeBの処理時間依存的に分解された（図 3A）．また，F1，F2，F3はそ

れぞれ反応 50分，1時間，2時間後において最大の濃度を示した．なお，F1は反応 50

分後をピークにその後消失した．一方で，F2および F3は反応 1時間後以降に検出され

た．以上の結果から，C1-INH には少なくとも 2 箇所以上の SpeB による切断部位が存

在することが示唆された．デンシトメーターによる解析にて C1-INH と SpeB の反応後

1時間で F1の十分な産生と F2および F3の産生を確認したため，以後の実験に用いる

反応時間として決定した（データは示さず）． 

	
 上記の結果を基に，rSpeB を精製ヒト C1-INH と１時間反応させ，ウェスタンブロッ

ト法により分解断片が C1-INH由来であることを確認した（図 3B）．エドマン分解法を

用いて，CBB染色で明瞭に検出された F1（80 kDa）ならびに F3（50 kDa）の N末端配 
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図 3．SpeBによる C1-INH切断部位の決定
　（A）C1-INH と rSpeB を ��Û& にて反応させ，ウェスタンブロット法にてそれぞれの反応液中の
C1-INHを検出し，SpeBによる C1-INH分解産物の産生量を経時的に観察した．レーン 1，C1-INH，レー
ン 2～10，C1-INHと rSpeBの反応物（それぞれ反応時間は 10，20，30，40，50分，1，2，3，4時間），レー
ン 11，rSpeB．4つの黒矢頭は C1-INHならびに SpeBにより産生された C1-INH分解断片の分子量を
示し，約 80 kDa，60 kDa，50 kDa の断片をそれぞれ F1，F2，F3 とした．（B）C1-INH と rSpeB を
��Û& にて 1 時間反応させた．左部の PVDF 膜（レーン 1，2）では C1-INH をウェスタンブロット法
により検出した．右部の PVDF膜は，CBB溶液で染色し（レーン 3），明瞭に得られた C1-INH切断断
片 F1 ならびに F3 の N 末端アミノ酸配列をエドマン分解法により決定した．（C）C1-INH のアミノ酸
配列を示す．灰色の網掛部分はシグナル配列を，黒色の網掛部分はエドマン分解法により決定された
C1-INH分解産物 F1ならびに F3の N末端アミノ酸配列を示す．本研究結果より得られた rSpeBによ
る C1-INH切断部位を白三角（　）で示す．括弧は C1-INH欠損症患者において欠損するアミノ酸配列
を示す．（D）C1-INH の構造の模式図．図中の SS はシグナル配列を，白三角（　）は rSpeB による
C1-INH 切断部位を示す．図下部の黒線は，C1-INH の N 末端配列とセリンプロテアーゼ機能ドメイン
間に存在する 2つのジスルフィド結合（Cys123と Cys428間，Cys130と Cys205間）を表す．
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列を決定した（図 3C）． 

	
 F1ならびに F3の N末端配列はそれぞれ KMLFVEPILEならびに LCSDLESHSTであ

り，C1-INH アミノ酸配列の一部である Lys52-Glu61ならびに Leu129-Thr138と一致した．

この結果より，SpeB による C1-INH 切断部位は Ile50-Ser51間，ならびに Val127-Thr128間

であることが明らかになった．また，F3の N末端アミノ酸配列は，C1-INH欠損症患者

におけるアミノ酸配列欠損部位である Asp84- Thr138の一部と一致した 24．さらに F3にお

ける SpeBによる C1-INH切断部位である Val127-Thr128間もまた，この C1-INH欠損症患

者におけるアミノ酸欠損配列の一部に含まれており，C1-INH の立体構造を維持するジ

スルフィド結合のひとつの近傍に存在していた（図 3D）． 

 

4. SpeBと血清中の C1-INHの相互作用が S. pyogenesの生存に及ぼす影響  

	
 C1-INH は補体古典経路ならびにレクチン経路を制御しているため，宿主血清中の

C1-INHの減少もしくは欠如が，S. pyogenesの生存に影響を及ぼす可能性が推測された．

そこで，C1-INH 除去ヒト血清中における S. pyogenes 野生株および speB 変異株の生存

率を算定し，ヒト血清ならびに C1-INHが S. pyogenesの生菌数に及ぼす影響を検討した

（図 4）．ヒト血清と反応させた S. pyogenesの生菌数は野生株と speB変異株の両方にお

いて，反応前と比較して有意に増加した（p<0.01）．特に，野生株は speB変異株と比較

して有意に高い菌数増加率を示した（p<0.01）．さらに，C1-INH除去ヒト血清中におけ

る speB 変異株はヒト血清中ならびに C1-INH 再添加ヒト血清中と比較して有意に高い

菌数増加率を示した（p<0.01）．一方，C1-INH 再添加血清中における speB 変異株の菌

数増加率はヒト血清中と比較して有意差を認めなかった． C1-INH除去ヒト血清中にお

ける野生株の菌数増加率は，C1-INH 再添加ヒト血清中と比較して有意差が認められな 
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かった．一方，ヒト血清中における野生株の菌数増加率は C1-INH 除去血清中および 

C1-INH 再添加ヒト血清中と比較して有意に高かった．以上の結果から SpeB はヒト血 

清中の C1-INHを分解することにより S. pyogenesの生存に寄与することが示唆された． 

	
 続いて，野生株と speB変異株に対するヒト血清中の補体成分の影響を検討するため，

ヒト血清もしくは非働化ヒト血清中における両株の菌数増加率を算出し，比較した（図

4）．ヒト血清中の野生株は，非働化ヒト血清中と比較して有意に高い菌数増加率を示し

た（p<0.01）．一方，非働化ヒト血清中における speB変異株の菌数増加率はヒト血清中

と比較して有意に高かった．以上の結果から SpeBは，ヒト血清中の補体因子による菌

の増殖抑制作用を阻害している可能性が示唆された． 
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図4．野生株ならびに speB変異株における血清中での生育率
　S. pyogenes の野生株および speB 変異株を対数増殖期中期まで培養し，PBS にて菌数を 0.2～
1×104 CFU/ml に調製した．続いてヒト血清， 非働化血清，C1-INH 除去血清，もしくは C1-INH 再添
加血清とそれぞれ ��Û& にて 3 時間反応させた．得られた菌体は THY 寒天平板培地上に播種し，翌日
CFU を算定した．それぞれの菌株の血清との反応前における CFU を 100% として，各々の血清中に
おける CFUを増殖率として算出した．黒色．淡灰色，濃灰色，白色，斜線の縦棒がそれぞれ血清反応前，
血清との反応後，非働化血清との反応後，C1-INH 除去血清との反応後，C1-INH 再添加血清との反応
後の菌数増加率を表す．なお，3回の実験を行い，最も代表的なデータを示す．誤差バーは標準偏差を
表す（n=6）．*p<0.01

p
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5. 他の補体関連因子に対する SpeBの影響についての検討  

	
 SpeB が補体中の C1-INH 以外の補体関連因子に及ぼす影響を検討するため，各種精

製補体因子をそれぞれ rSpeBと反応させ，SpeBによる分解能を解析した（図 5）．その

結果，SpeBは C2，C3b，C4，C5a，C6，C7，C8β，C9を直接的に分解することが明ら

かになった．なお，SpeBによる C5bの分解は認められなかった（図 5A-I）． 

	
 さらに，合成 MAC を構築し SpeB による分解を検討した．MAC は C5b，C6，C7， 
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図 5．SpeBによる種々の補体関連因子に対する分解活性の検索
　rSpeB を精製 C2，C3b，C4，C5，C5b，C6，C7，C8，C9，ならびに形成した MAC と ��Û&，3
時間反応させた．ウェスタンブロット法によりそれぞれの補体因子の分解を確認した．それぞれ（A）
C2，（B）C3b，（C）C4，（D）C5a，（E）C5b，（F）C6，（G）C7，（H）C8ȕ，（I），C9，（J）MAC 
に対する抗体を用いて検出した．レーン 1，それぞれの精製補体因子．レーン 2，rSpeB．レーン 3，
それぞれの精製補体因子と rSpeBを反応させたサンプル．
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C8 各 1 分子と，12〜18 分子の C9 が会合して構成されるため 10，見かけの分子量は理

論上 1,412〜1,938 kDaとして検出される．従って，本結果では分子量マーカーの 260 kDa

の上方のラダーバンドを推定 MACとした．なお，本実験で使用した抗 MAC抗体は，

その作製にあたり S タンパク（ビトロネクチン）結合 MAC が抗原として使用された．

そのため，PVDF膜上の未処理 MACのレーン（図 5J, レーン 1）ならびに MACと rSpeB

の反応物のレーン（図 5J，レーン 3）で認められた 80 kDa付近のバンドは Sタンパク

を示すと推定された．未処理 MAC および rSpeB で処理した MAC のレーンにおいて

MACを示すラダーバンドを検出したが，rSpeBで処理した MACのレーンでは 80 kDa

に満たないサイズのバンドが複数検出された（図 5J）．この結果より，SpeBは MACを

直接的に分解することが示唆された． 

 

6. 走査型電子顕微鏡によるヒト血清中での S. pyogenes菌体表層構造の観察  

	
 ヒト血清中の補体因子が S. pyogenesの菌体表層構造に及ぼす影響を検索するために，

ヒト血清と S. pyogenes野生株および speB変異株を 15，30，45分もしくは 60分間反応

させ，走査型電子顕微鏡により各菌体を観察した（図 6）．野生株については，ヒト血

清との反応 60 分後においても菌体表層構造に変化を認めなかった．一方，ヒト血清と

15分間反応させた speB変異株の表層には構造変化が認められなかったが，30分経過後

には菌体内容物が漏出している像が観察され，45 分経過後では菌体表層に孔の形成が

認められた．さらに，血清反応 60分後の speB変異株の菌体表層では，菌体構造が顕著

に破壊された像が観察された．以上の結果より，S. pyogenesは SpeBの補体分解作用に

より , 血清中の補体による溶菌作用を回避している可能性が示唆された．
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7. フローサイトメトリーによる補体因子の S. pyogenesへの会合量の解析  

	
 S. pyogenesへの補体関連因子の会合に SpeBが及ぼす影響を検討した．フローサイト

メトリーにより，S. pyogenes 野生株ならびに speB 変異株表層への MAC，C9 および

C1-INHの会合を解析した（図 7）．野生株と speB変異株の両株において MACのヒスト

グラムのピークは右方移動を示したため，MAC は両株の菌体表層に会合していること

が示唆された．一方， C9 のヒストグラムは speB 変異株のみにおいてピークの右方移

動がみられ，野生株ではピークの移動を認めなかった．以上の結果より，SpeB は C9

の菌体表層への会合を阻害することが示唆された．なお，C1-INH のヒストグラムにつ

いては野生株ならびに speB 変異株の両株でピークの移動が認められなかったことから，

C1-INHは菌体表層に会合しないことが示された． 

 

図6．走査型電子顕微鏡を用いた血清との反応後の菌体表層構造の観察
　対数増殖期中期（OD

600
=0.4）の S. pyogenes 野生株および speB 変異株をヒト血清と ��Û& にて反

応させた．（A, B），ヒト血清との反応 60 分後の野生株．（&�+），血清処理後の speB 変異株．それぞ
れ反応 30分後（&, D），45分後（E, F），60分後（G, +）．A，&，E，Gは弱拡大像，B，D，F，+は
それぞれ A，&，E，G白四角部分の強拡大像を示す．
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図 7．フローサイトメトリーによる各種補体成分の菌体表層への会合の解析
　対数増殖期中期の S. pyogenes 野生株および speB 変異株をそれぞれヒト血清と反応させ，ブロッ
キング液で処理した後，抗 MAC 抗体，抗 C9 抗体，抗 C1-INH 抗体とそれぞれ反応させた．ウサギ抗
M1 タンパク血清をポジティブコントロール，ウサギ非免疫血清をネガティブコントロールとして用い
た．PBS 洗浄後，それぞれのサンプルは Alexa Fluor 488 標識抗ウサギ IgG 抗体にて処理し，フロー
サイトメトリーにより MAC，C9，C1-INH の菌体表層への会合量を評価した．（A, B），菌体表層への
補体成分の会合のヒストグラム（A, 野生株．B, speB変異株）．それぞれ（a） merge，（b） MAC，（c） C9，（d） 
C1-INHを表す．横軸は蛍光強度を，縦軸は 1つの波形における最大のピークを 100%としたときの百
分率を示す．
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考察  

 

	
 S. pyogenesは種々の病原因子を保有しており，ヒト自然免疫ならびに獲得免疫を回避

することにより宿主に定着し，感染を成立させる 1．同菌の主なシステインプロテアー

ゼである SpeBは，宿主因子のみならず種々の細菌因子を分解することが明らかにされ

ている 25．本研究結果より，SpeB は補体関連因子 C1-INH，C2，C4，C5a，C6，C7，

C8ならびに C9を分解することが示された．SpeBは C3bやプロペルジンの分解 21-23に

加え，他の補体関連因子を分解することによりヒト補体免疫系に影響を及ぼすことが推

察される．また，C5a を分解することが知られている ScpA については，図 1A に示す

結果より C1-INHの分解には関与しないことを明らかにした． 

	
 種々のM血清型の S. pyogenes臨床分離株における C1-INH分解能ならびに SpeB産生

量を比較したところ，SpeB産生量の多い菌株は C1-INH分解能が高い傾向を示した（図

2）．この結果より，SpeBが様々な M血清型において C1-INH分解に関与していること

が示唆された．一方で，M3型株である SSI-1，SSI-7，SSI-8の 3菌株では SpeB産生能

が低いにも関わらず比較的高い C1-INH 分解能を示した．また，図 1A に示した SSI-9

株についても，speB変異株培養上清とヒト血清を反応させたところ 80 kDa付近に微弱

な C1-INH分解バンドを検出した．以上の結果から，S. pyogenes培養上清による C1-INH

の分解には SpeB以外の病原因子も関与する可能性が示唆された．speB遺伝子は全ての

S. pyogenesに保存されているものの，SpeBタンパク質としては 25〜40%の菌株で発現

しないことが知られている 26, 27．しかし，STSS症例から分離された菌株には SpeB非産

生もしくは低産生株も含まれるため 27-30，SpeB の機能を他のプロテアーゼが代替する

可能性も考えられる．過去の報告より，S. pyogenesは SpeBの他にもシステインプロテ
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アーゼである Immunoglobulin G‐degrading enzyme of S. pyogenes（IdeS31；ホモログ名

Mac-132，Sib3533）を産生することが知られており，IdeSは SpeBと同様に IgG分解能を

有する．これまでに IdeS が IgG 以外の宿主タンパクを分解するという報告はないが，

本研究で用いた SpeB 低産生株の培養上清による C1-INH の分解には，他のプロテアー

ゼの関与が推察される． 

	
 エドマン分解法を用いたアミノ酸配列解析により，SpeB は C1-INH の 2 つの部位を

切断することが明らかになった．C1-INH はシグナル配列（Met1〜Ser22），N 末端配列

（Asp23〜His136），Serpin 配列（Ser137〜Ala500）から構成される．また，C1-INH は 2 つ

のジスルフィド結合によりその立体構造を維持しているが，このジスルフィド結合が欠

失すると多量体を形成し機能活性を喪失する 24．SpeBによる C1-INH切断部位のひとつ

は一方のジスルフィド結合に近接していた．さらに，この切断部位は C1-INH欠損症で

ある遺伝性血管性浮腫 II型患者におけるアミノ酸配列の欠損部位に含まれていた 24．こ

れらの結果より，C1-INH は SpeB に切断されると立体構造が変化し機能が低下するこ

とが示唆された．さらに，STSS 患者への C1-INH 製剤の投与は補体カスケードの崩壊

を阻止し，補体系の恒常性維持に役立っている可能性があると推察された．  

	
 補体系は異物認識による抗原抗体複合体形成から開始する古典経路，細菌表層のマン

ノースを認識するマンノース結合レクチンおよびフィコリンの結合から開始するレク

チン回路，細菌に直接 C3b が結合して開始する副経路からなる．古典経路におけるセ

リンプロテアーゼである活性化 C1複合体，レクチン経路におけるセリンプロテアーゼ

である MASP-1ならびに MASP-2が活性化すると C2や C4の代謝を惹起し，C3分解酵

素である C4b2aが C3を C3aと C3bへと分解する 34．そして各補体成分量が補体制御因

子により制御されることで，補体経路活性化の均衡は維持される．ヒト血清中における
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S. pyogenesの生存に対して C1-INHが及ぼす影響を検討したところ，speB変異株ではヒ

ト血清や C1-INH 再添加ヒト血清と比較して，C1-INH 除去ヒト血清中にて有意に生存

菌数が増加した．その理由として，血清中の C1-INH除去により補体カスケードが無秩

序に活性化し各補体因子が過剰に消費された結果，必要な時機に MACによる殺菌反応

が起こらず speB 変異株の生存に有利な環境が形成された可能性が考えられる．また，

非働化ヒト血清では C1qならびに Bb因子が不活化されることで古典経路および副経路

が阻害されるため，非働化血清と反応させた菌の生存率にはレクチン経路から開始する

補体活性化経路の影響が反映される．speB 変異株においては非働化ヒト血清中での菌

数増加率がヒト血清と比較して上昇し，野生株ではヒト血清中における菌数増加率が非

働化ヒト血清と比較して高かった．これらの結果から， SpeBは古典経路および副経路

を阻害することにより，S. pyogenesの補体免疫系回避に寄与することが示唆された． 

	
 野生株の SpeB は C1-INH を分解するため，ヒト血清ならびに C1-INH 除去血清中に

おける生菌数は同等となることが予想されたが，ヒト血清中における生菌数は C1-INH

除去血清と比較して低下した．そして，非働化血清中における生菌数は C1-INH除去血

清中と比較してさらに低下した．SpeB は C1-INH 以外にも種々の補体関連因子を分解

したことから，血清と反応させた野生株においては SpeBによって産生された血清中の

各種補体関連因子の分解産物が菌の増殖に寄与した可能性が考えられる．加えて，ヒト

血清中における野生株の菌数増加率が speB 変異株よりも高かったことから，野生株と

反応させた血清中の補体成分が SpeBによって分解されることで，補体活性化経路が阻

害された可能性も示唆された．また，S. pyogenesの SpeBは過去に免疫グロブリン（IgG）

を分解することが報告されている 35-37．従って，今回供試した野生株ならびに speB 変

異株のヒト血清中における生菌数の差は，SpeB による IgG 分解に起因する可能性も考
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えられる． 

	
 さらに，SpeBは MACに対する分解能も示した．MACはグラム陰性菌の細胞膜上に

孔を形成し溶菌を促す作用を示すことが明らかにされているが 38，近年，グラム陰性菌

と比較してペプチドグリカン層の厚いグラム陽性菌の細胞壁にもMACが形成されるこ

とが報告されている 39, 40．本研究においても走査型電子顕微鏡を用いた観察の結果，ヒ

ト血清中のグラム陽性菌である S. pyogenes speB変異株において MACによる孔形成を

示すような菌体表層構造が確認された．S. pyogenesに対する MACの関与についてはさ

らなる詳細な解析が必要であるが，今回の知見は MACによるグラム陽性菌の殺菌メカ

ニズムの一端を明らかにしたと考えられる． 

	
 フローサイトメトリー解析の結果より，MACと菌体の会合は野生株ならびに speB変

異株の両株においてヒストグラムのピークの右方移動が認められた．一方，C9 のヒス

トグラムについては speB 変異株のみにおいてピークの右方移動が認められた．後期補

体経路における MAC形成は以下のメカニズムで起こる．C5転換酵素により C5が C5a

ならびに C5bへと分解された後 C6，C7と順次反応し，C5b7複合体が形成される．C5b7

複合体が膜へと陥入し，C8, C9が順次会合することで MACが形成される 41, 42．本実験

において使用した抗 MAC抗体は，C5b7や C5b8複合体のみならず SpeBによって分解

された C5b8複合体の断片を認識した結果，野生株においてもピークが右方移動した可

能性がある．また，MAC 形成における C9 の重合には完全な C5b8 の構造が必要であ 

る 43．しかし，野生株においては SpeBにより後期補体因子が分解を受け C9の C5b8複

合体への重合が阻害された結果，野生株菌体表層への C9の会合が抑制されたと推察さ

れる．一方，speB変異株においては後期補体因子の分解が起こらず MACが正常に形成

された結果，C9 が菌体表層へ会合したと考えられる．C9 は MAC による溶菌作用の
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主役を担うことから 44，この結果は speB 変異株における菌体表層の孔様構造の形成な

らびにヒト血清中における同株の低い菌数増加率に裏付けられると考えられる．以上の

結果より，SpeB は補体系の各因子を分解することにより補体免疫系を阻害し，S. 

pyogenesの宿主免疫機構からの回避を可能にすることが示唆された．本研究より推定さ

れる SpeBによる S. pyogenesの補体免疫回避機構を図 8に示す． 

	
 S. pyogenesは化学療法薬に対する耐性菌の出現頻度が少なく，ペニシリン系化学療法

薬による制御が可能であるにも関らず，STSSによる致死率は約 20〜50%であり非常に

高率である 5-8．STSSの重篤な症状は広範な炎症症状による全身毒性や組織障害が主な

原因であることから 45一般的に炎症症状を軽減する目的で IgG 製剤が補助療法として

投与されているが 46-49， STSSの制御においてより効果が期待できる治療法の確立は重

図 8．SpeBによる S. pyogenesの補体免疫回避機構の模式図
　SpeB は C1-INH をはじめとする種々の補体関連因子を分解することで，補体活性化経路における各
因子の量的均衡を破壊する．さらに，SpeB は後期補体因子を分解することで MAC 形成を阻害する．
以上のメカニズムにより，SpeBは MACによる溶菌作用を回避すると考えられる．
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要な課題のひとつである．C1-INH が STSS 治療の補助療法の候補として注目された理

由は C1-INH が補体系ならびに血液凝固系を制御する点であった．また，STSS 患者の

血漿中では C1-INH 量が減少するため血液凝固系の過亢進が起こり，STSS の病態のひ

とつである毛細血管漏出症候群を引き起こすと推察されている 9．しかし，S. pyogenes

感染時の血液凝固系に対する C1-INH製剤の実際の作用機序は解析されていない．STSS

患者への臨床応用についても未だ検証段階である．その一方で，S. pyogenesの SpeBに

ついては STSS における組織傷害に関与することが報告されている 45, 50．STSS では毛

細血管漏出症候群の発症に伴い補体因子を含む血漿中タンパクが組織内へと移行する．

それに続発する組織傷害は補体系の過剰な活性化が一因であると考えられる 51．この補

体系活性化の亢進には，本研究で明らかにした SpeBによる各種補体因子の分解による

量的均衡の破綻が関与すると推測している． 

	
 C1-INH 製剤投与の有効性は，他の病原微生物感染症においても散見される 52-57．特

にグラム陰性菌に対する作用機序については，マウスモデルを用いた研究において

C1-INH が Salmonella enterica，E. coli O55:B5，Pseudomonas aeruginosa，Klebsiella 

pneumoniaeおよび Serratia marcescensの LPSに結合し炎症性サイトカイン産生を抑制す

る結果，菌感染マウスの生存率を向上させることが報告されている 57．さらに，E. coli 

O157:H7 の産生するメタロプロテアーゼ StcE は C1-INH を分解することで補体免疫を

回避することが明らかにされており 56, 58，今回報告した SpeB による C1-INH への作用

と類似している．本研究で示された SpeB と C1-INH の相互作用は，化膿レンサ球菌感

染症に対する C1-INH 製剤の作用機序の科学的根拠となるだろう．STSS 患者への臨床

応用についても現時点で不足している臨床治験が今後十分に行われその有効性が提示

できれば，本研究で示した作用機序に基づいた新たな治療法の確立につながると考える． 
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