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要約 

Streptococcus sanguinisはペリクルを介して歯面に定着し，バイオフィルムの形成開始に寄与する．

また，本菌は亜急性感染性心内膜炎の病巣から高頻度に分離されることから，病態形成過程におい

て，宿主の免疫機構を回避し心組織に定着すると考えられる．近年，好中球の細胞外殺菌機構とし

て NETs (neutrophil extracellular traps) が注目されている．NETs は好中球の細胞死と共に放出される

網状の構造物であり，DNA，抗菌ペプチド，およびヒストン等から構成される．本研究では，S. 

sanguinis SK36 株が産生する細胞壁架橋型の推定ヌクレアーゼ SSA1750 に着目し，S. sanguinis の

NETs による殺菌への抵抗性やバイオフィルム形成への関与を検討した． 

まず，組換え SSA1750 タンパクを作製し，酵素活性を検討した．Mg
2+と Ca

2+の共存在下で各種

DNA とヒト角化細胞由来 RNA を分解したことから，SSA1750 はヌクレアーゼであることが示唆さ

れた．SSA1750 は SK36 株の細胞壁表層画分において検出されたことから，SWAN (Streptococcus 

sanguinis wall-anchored nuclease) と名付けた．部分組換え体を用いた解析から，SWAN の DNase 活

性にはヌクレアーゼドメインだけでなくアミノ基末端側も重要であることが推察された．類縁の

DNase 群で保存されている推定活性アミノ酸残基と推定 Ca
2+・Mg

2+結合アミノ酸残基に点変異を導

入することにより，SWAN の DNase 活性は消失または減弱した．次に，SK36 株を親株として swan

欠失株と復帰変異株を作製し，各菌株を NETs と反応させ，経時的に生菌数を算出した．その結果，

野生株および復帰変異株と比較して，swan 欠失株の菌体生存率は有意に低下した．同様に，

Lactococcus lactis の異種発現系を用いて解析したところ，swan の発現により NETs 中での菌体生存

率が有意に上昇した．さらに，大気中と嫌気条件下での S. sanguinis のバイオフィルム形成量に及

ぼす SWAN の影響を評価した．その結果，野生株や復帰変異株と比較して，swan 欠失株のバイオ

フィルム形成量は，大気中において有意に増加した． 

以上の結果から，S. sanguinis の菌体外に表出される SWAN は，NETs やバイオフィルムの構成成

分である DNA を分解することにより，NETs による殺菌からの回避に寄与すると共に，バイオフィ

ルム形成量を調節する可能性が示された． 
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背景 

口腔内の常在細菌は日常の口腔清掃や歯科治療を契機に血流に侵入し（1, 2），時として感染性心

内膜炎を惹き起こす．これまで数多くの疫学研究や動物感染実験から感染性心内膜炎と口腔内レン

サ球菌の関連が推察されてきた（3, 4, 5, 6, 7）．Douglas らの報告では，感染性心内膜炎の病巣の 89%

より口腔レンサ球菌が検出され，最も高頻度（33%）に分離された菌種は Streptococcus sanguinis で

あった（4）．本菌は元来，亜急性感染性心内膜炎患者の血液より分離されたことから名付けられた

レンサ球菌であり，16S rRNA 領域の塩基配列から，mitis グループレンサ球菌に分類される（8, 9）．

口腔内では，歯面表面のペリクルへ結合しデンタルバイオフィルムの形成開始に寄与する初期定着

菌であることが知られている（10, 11, 12）． 

病原性グラム陽性菌の細胞壁に架橋される表層タンパク質の一部は定着因子や免疫回避因子と

して病原性に寄与することが報告されてきた（13）．細胞壁架橋型表層タンパク質のカルボキシル

基末端側には，LPXTG アミノ酸配列（X: 任意のアミノ酸）とそれに続く疎水性領域および正電荷

のアミノ酸残基から構成される細胞壁架橋シグナルが認められる．細胞質で合成された細胞壁架橋

型タンパク質は菌体表層に誘導された後，トランスペプチダーゼである SrtAにより認識される（14）．

SrtA は LPXTG アミノ酸配列の TG 間を切断し，スレオニンのカルボキシル基末端を細胞壁の遊離

アミノ基にアミド結合で架橋する（15）．S. sanguinisは，Streptococcus mutansや Streptococcus salivarius

等の口腔レンサ球菌と比較して，多様な細胞壁架橋型の表層タンパク質を産生することから，亜急

性細菌性心内膜炎の発症過程において，これらの表層タンパク質が血流での免疫回避や心臓組織へ

の菌体定着に機能する可能性が示されてきた（16, 17, 18）． 

http://www.plosone.org/article/info%3Adoi%2F10.1371%2Fjournal.pone.0103125#pone.0103125-Ryle1
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好中球は単球やマクロファージと協調し、侵入細菌を貪食・殺菌することが知られている（19, 20）．

近年，好中球による細胞外殺菌機構として好中球細胞外トラップ (NETs; neutrophil extracellular 

traps) が注目されている．感染などにより活性化された一部の好中球は，NETosis と呼ばれる細胞

死を起こすと共に網目状の構造物である NETs を放出する．病原性細菌の菌血症動物モデルにおい

て，NETs は誘導されることから，血流で細菌が NETs 産生を誘導することが示唆されている（21, 22）．

NETs は染色体 DNA や抗菌ペプチド等から構成され，細胞外空間での細菌の捕獲と排除に関与する

（23）．また，線虫，寄生虫，およびウイルスによる感染症に対して防御的に機能することが報告

されている（24, 25, 26, 27）．感染性心内膜炎患者の心臓弁から分離された疣贅内で NETs の存在が

観察されていることから，病態形成に NETs が関与する可能性がある（28）． NETs に対する細菌

の免疫回避機構として，Streptococcus pyogenes（29），Streptococcus pneumoniae（30），Staphylococcus 

aureus（31）等の病原性グラム陽性球菌が細胞外ヌクレアーゼ活性により NETs を構成する DNA を

分解し，NETs による殺菌から回避することが報告されてきた． 

本研究では，S. sanguinis が NETs による殺菌を回避すると仮定し，NETs 分解能を有すると考え

られる細胞壁架橋型の表層タンパク質を，既報のゲノム配列から検索した（32）．LPXTG モチーフ

を含有するタンパク質群から，ヌクレアーゼドメインを有する推定ヌクレアーゼに着目し，S. 

sanguinis の NETs からの回避能とバイオフィルム形成能への関与について解析を行った． 

 

 

 

http://www.plosone.org/article/info%3Adoi%2F10.1371%2Fjournal.pone.0103125#pone.0103125-Ryle1
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材料と方法 

1. 使用菌株および培養条件 

 本研究で使用した菌株を表 1 に示す．S. sanguinis SK36 株（33）はデンマーク Aarhus 大学 Mogens 

Kilian 博士より分与された．SK36 株とその変異株は Todd-Hewitt 培地 (TH, Becton Dickinson, NJ, 

USA) を用いて 37°C で培養した．寒天平板培地上での細胞外 DNase 活性試験には，SK36 株，S. 

salivarius HTT 株（34）, S . mutans MT8148 株（35）, Streptococcus sobrinus MT10186 株（36）, 

Streptococcus parasanguinis ATCC 903 株（33）, および Streptococcus oralis NCTC 11427
T
/SK23 株（33）

を Brain Heart Infusion 培地 (BHI; Becton Dickinson) で一晩培養した．Escherichia coli の培養には，

Luria-Bertani 培地 (LB; Sigma Aldrich, MO, USA) を用いた．組換えタンパクの作製には E. coli 

XL10-Gold 株 (Stratagene, CA, USA) を使用した．pSET6s および pAT18 誘導体の宿主として E. coli 

TOP10 株 (Life Technologies, CA, USA) および XL10-Gold 株を用いた（37, 38）．プラスミド pSET6s

は東京大学 関崎勉博士，動物衛生研究所 高松大輔博士より分与された．また，pAT18 はフランス 

Pasteur 研究所 Patrick Trieu-Cuot 博士より分与された．Lactococcus lactis NZ9000 株は，0.5% Glucose

含有 M17 培地（M17G，和光純薬，東京）を用いて，28°C で培養した．NZ9000 株はオランダ Groningen

大学 Bert Poolman 博士より分与された（39）． 

変異株の選択と培養には，以下の抗生物質を所定濃度で各菌種の培養液に添加した：E. coli, 

Ampicillin（和光純薬）100 μg/ml，Chloramphenicol (Sigma Aldrich) 10 µg/ml，Erythromycin (Sigma 

Aldrich) 150 µg/ml; S. sanguinis, Chloramphenicol 5 µg/ml; L. lactis, Erythromycin 1 µg/ml. 

 

http://www.plosone.org/article/info%3Adoi%2F10.1371%2Fjournal.pone.0103125#pone.0103125-Ryle1
http://www.plosone.org/article/info%3Adoi%2F10.1371%2Fjournal.pone.0103125#pone.0103125-Ryle1
http://www.plosone.org/article/info%3Adoi%2F10.1371%2Fjournal.pone.0103125#pone.0103125-Ryle1
http://www.plosone.org/article/info%3Adoi%2F10.1371%2Fjournal.pone.0103125#pone.0103125-Ryle1
http://www.plosone.org/article/info%3Adoi%2F10.1371%2Fjournal.pone.0103125#pone.0103125-Ryle1
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表 1. 本研究で使用した菌株 

菌株 特徴 入手先または参考文献 

S. sanguinis 

SK36 

Δssa1750 

Wr 

S. salivarius HTT 

S. mutans MT8148 

S. sobrinus MT10186 

S. parasanguinis ATCC 903 

S. oralis NCTC 11427T/SK23 

E. coli  

TOP10 

XL10-Gold 

L. lactis 

NZ9000 

Lswan 

Mock 

 

ヒトのデンタルプラーク由来株 

SK36 株から ssa1750 を in-frame で欠失させた株 

Δssa1750 作製時に生じた復帰変異株 

臨床分離株 

齲窩由来の臨床分離株，血清型 c 

臨床分離株 

潰瘍性咽頭炎由来の臨床分離株 

齲窩由来の臨床分離株 

 

コンピテント大腸菌 

コンピテント大腸菌 

 

MG6163 派生株 

NZ9000株へ ssa1750をシャトルベクターで導入した株 

NZ9000 株へ空シャトルベクターを導入した株 

 

33 

本研究 

本研究 

34 

35 

36 

33 

33 

 

37, Life technologies 

38, Stratagene 

 

39 

本研究 

本研究 

 

2. 口腔レンサ球菌の細胞外 DNase 活性 

 2 mg/ml サケ精子 DNA（和光純薬），0.5 mM MgCl2, および 0.5 mM CaCl2を含有する BHI 寒天培

地上に各菌種の一晩培養液 5 µl を滴下し，37°C で 72 時間培養した（40）．寒天培地を 1 M HCl で

浸漬させ，コロニー周囲のハロー形成を指標に細胞外 DNase 活性の有無を評価した． 

 

3. SK36 株が産生する細胞壁架橋型表層タンパク質の検索 

 NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) ウェブサイトにおいて，SK36 株 (Genbank accession number: 
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CP000387.1)（32）のゲノム配列を取得し，LPXTG モチーフをカルボキシル基末端（C 末端）側に

有するタンパクを検索した．ドメイン検索は conserved domain database (CDD, 41) で行った．タンパ

ク分子量とシグナル配列の推測にはそれぞれ，ExPASy Proteomics サーバー (http://expasy.org/tools/) 

と SignalP 4.1 サーバー (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP) を用いた．ホモログの検索には，対

象菌種を Streptococcus (taxid:1301) とし，BLASTP (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) を用いた．

E-value が 0.0 でアミノ酸配列の同一性が 50%以上のものをホモログとした．NCBI サーバー上の

COBALT (Constraint-based Alignment Tool) を用いてアライメントを作製し，CLC Main Workbench 

6.9.1 (CLC bio A/S，Denmark) により作図した． 

 

4. 組換え SSA1750 (rSSA1750)と変異体の作製 

アミノ基末端（N 末端）側にヒスチジンタグを融合させた組換えタンパクを作製するため，

XL10-Gold株での発現系を構築した．SSA1750のN末端側の推定シグナル配列とC末端側のLPXTG

モチーフのグリシン残基以降を除いた 33～722 アミノ酸残基をコードする DNA 領域を，SK36 株の

染色体 DNA（32）を鋳型として，プライマー rSSA1750F と rSSA1750R（表 2）を用いた PCR で

増幅した．得られた PCR 産物を BamH I および Sma I と反応させ，同制限酵素で処理した pQE30 

(Qiagen)と DNA ligase（タカラバイオ, 滋賀）を混和し，16°C で一晩反応させた．XL10-Gold 株に

形質転換した後，アンピシリン含有 LB 寒天培地に播種した．37°C で一晩培養し，生育したコロニー

からプライマー pQEF と pQER（表 3）を用いたコロニーダイレクト PCR によりクローンを選択し 

た．また，異なる 3 種の部分組換え体〔フラグメント 1～3 (Frg 1-3)〕をそれぞれ N 末端側から 33

http://www.plosone.org/article/info%3Adoi%2F10.1371%2Fjournal.pone.0103125#pone.0103125-Ryle1
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.plosone.org/article/info%3Adoi%2F10.1371%2Fjournal.pone.0103125#pone.0103125-Ryle1
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表 2. 本研究で使用したプライマー 

 

プライマー名 プライマー塩基配列 (5’-3’) 用途 

rSSA1750F GCGGATCCGAAGAAGCGGTAAGTTCGTCG 組換え SSA1750 作製 

rSSA1750R GCCCCGGGGGTCTTCGGGAGTCCCTTCTT 同上 

Frg1R GCCCCGGGTTACTTGTCCTCACTTGGATAGAT 部分組換え体作製 

Frg2F GCGGATCCGATAGCTTGACAGTCACCATG 同上 

Frg3F GCGGATCCCAAGTTTCCAATGTAGTTGTG 同上 

H527AF ATTGCTAATGCTTTGAAGTCC 点変異組換え体作製 

H527AR GGACTTCAAAGCATTAGCAATA 同上 

D580AF TTGACTGGTGCGTTCAATGAT 同上 

D580AR ATCATTGAACGCACCAGTCAA 同上 

D623AF CAAAGCTTGGCGAACATTTTC 同上 

D623AR GAAAATGTTCGCCAAGCTTTG 同上 

H656AF GCTTCAGACGCTGATCCAGTAGTG 同上 

H656AR TACTGGATCAGCGTCTGAAGCT 同上 

N264AF GCTTCCTACGCTATCGAGAAT 同上 

N264AR ATTCTCGATAGCGTAGGAAGCA 同上 

E403AF ACGCTCATTGCGGTTCAAGAC 同上 

E403AR GTCTTGAACCGCAATGAGCGT 同上 

R507AF ACCAAGGTTGCTAAATCCTTG 同上 

R507AR CAAGGATTTAGCAACCTTGGT 同上 

N582AF TGGTGATTTCGCTGATTTTGAA 同上 

N582AR TTCAAAATCAGCGAAATCACC 同上 

D655AF AGAGCTTCAGCCCATGATCCA 同上 

D655AR TGGATCATGGGCTGAAGCTCT 同上 

RGDF GCCTTCAGGTAAGACATAAATGTACTGCGGGCCTAGAACTCG 同上 

RGDR CGAGTTCTAGGCCCGCAGTACATTTATGTCTTACCTGAAGGC 同上 

 

～357 アミノ酸残基，193～722 アミノ酸残基，120～722 アミノ酸残基を含む断片とし，表 2 に示す

プライマーを用いて作製した．さらに，推定活性残基としてN末端側から527残基目のヒスチジン，

580 残基目のアスパラギン酸，623 残基目のアスパラギン酸，656 残基目のヒスチジン，推定 Mg
2+
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結合残基として 364 残基目のアスパラギン，403 残基目のグルタミン酸，655 残基目のアスパラギ

ン酸，推定 Ca
2+結合残基として 507 残基目のアルギニン，582 残基目のアスパラギンの計 9 残基を

それぞれアラニンへ置換した点変異組換えタンパク(H527A, D580A, D623A, H656A, N364A, E403A, 

D655A, R507A, N582A) を表 2 に示すプライマーを用いて作製した．また，RGD 配列の 3 アミノ酸

を欠失させた組換え体 (ΔRGD) を同様に作製した．形質転換した XL10-Gold 株の一晩培養液を 100

倍希釈した後，対数増殖期まで振盪培養を行った．1 mM の Isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) 

を添加し，さらに 5 時間の培養を行い，SSA1750 タンパクの発現を誘導した．菌体を遠心分離によ

り回収し，100 µg/ml の Lysozyme（和光純薬）と complete EDTA-free protease inhibitor (Roche, 

Switzerland) を含む溶菌緩衝液 (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazole, pH7.5) に懸濁し，

氷上で 30 分間静置した．そして，超音波破砕機 UD-201（トミー精工, 東京）を用いて菌体の破砕

を行った（Output 4, Duty 40）．組換えタンパクの精製は QIAexpress タンパク精製システム (Qiagen) 

のマニュアルに沿って行った．菌体破砕液を 19,000 ×g で 10 分間遠心分離を行い，上清を

Nickel-nitrilotriacetic acid (Ni-NTA) アガロースと 4°C で一晩反応させた．アガロースを 10 ml の洗浄

緩衝液 (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazole, pH7.5) で 5回洗浄した後，溶出緩衝液 (50 

mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 250 mM Imidazole, pH7.5) を用いて溶出させた．そして，Amicon Ultra-4 

(3 kDa カットオフ, Millipore, MA, USA) を用いた限外濾過により，組換えタンパクの濃縮と脱塩を

行った．精製タンパクの純度を確認するために，10% アクリルアミドゲルを用いた SDS ポリアク

リルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE) によりタンパクを展開し，クマシーブリリアントブルー染

色 (CBB 染色) を行った．精製タンパクの濃度は BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, 
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MA ,USA) により測定した． 

 

表 3. 本研究で使用したプライマー 

 

5. rSSA1750 のヌクレアーゼ活性の検討 

S. pyogenes や Streptococcus suis が発現する DNase の活性には Ca
2+や Mg

2+などの陽イオンが必須

であることが報告されているため（42, 43, 44, 45），SSA1750 の DNase 活性および Ca
2+および Mg

2+

の要求性を検討した．各イオン添加および非添加の反応緩衝液 〔50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 15 mM 

NaCl〕中で組換え SSA1750 0.1 µg と λDNA (Promega, WI, USA, 46) 0.3 µg を 37℃で 1 時間反応させ

た後，最終濃度 10 mM の EDTA の添加により反応を停止させた．各検体を 1% アガロース含有

Tris-borate EDTA (TBE) ゲルで電気泳動後，1 µg/ml の Ethidium bromide（EtBr, 和光純薬）で染色し，

UV トランスイルミネータ―（AMZ システムサイエンス, 大阪）で観察した．rSSA1750 の DNase

活性に至適な Ca
2+および Mg

2+濃度の検討は，30 分の反応時間で行った．ゲル染色像と Image J ソフ

プライマー名 プライマー塩基配列 (5’-3’) 用途 

SSA1750F1 GCGGATCCGTGGACGCTTAAGGCTTTTGA ssa1750 欠失株作製 

SSA1750R1 CTTTTTAAAATGATTTTAGTTACATGAACTTCTCCTTTTCTGTA 同上 

SSA1750F2 TACAGAAAAGGAGAAGTTCATGTAACTAAAATCATTTTAAAAAG 同上 

SSA1750R2 GCCTGCAGTCAGTCTGCATGAGTTCCTTA 同上 

SSA1750checkF GCCCACCAGCCCATTTATTCAT ssa1750 欠失確認 

SSA1750checkR GGCGAAATGAGTGCAACGACGA 同上 

pQEF CGGATAACAATTTCACACAG E. coli 組換え確認 

pQER GTTCTGAGGTCATTACTGG 同上 

Lssa1750F1 GCGGATCCATGAAAAAACAAGTTTCTTACAAGCAGCTT 
L. lactis NZ9000 株 

ssa1750 発現株作製 

Lssa1750R1 GCGCATGCCGAAAGCGGGAACAGACTTGATCTTAGATG 同上 
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トウェア (http://rsbweb.nih.gov/ij/) を用いたデンシトメトリック解析を行い，分解効率を検討した． 

rSSA1750のRNase活性を検討するため，HaCaT細胞からTrizol (Life technologies) とPureLink RNA 

mini kit (Life technologies) を用いて全 RNA を精製した（47）．精製 RNA の濃度および純度の測定に

は NanoDrop (Thermo Fisher Scientific) を用いた．rSSA1750 0.1 µg と全 RNA 10 µg を 37°C で 1 時間

反応させ，電気泳動とゲルの染色により RNA の分解を確認した．精製過程での RNase 混入の可能

性を除外するため，ネガティブコントロールとして同様の方法で精製した組換え T6 線毛タンパク 

(rT6, 48) を供試した． 

rSSA1750 の基質特異性を検討するため，バクテリオファージ (ΦX174 am3 cs70) 由来の ΦX174 

RF I DNA（二本鎖環状 DNA), ΦX174 RF II DNA（ニックが入った二本鎖 DNA）, および ΦX174 Virion 

DNA（一本鎖環状 DNA）(NEB, MA, USA, 49) を用いて検討を行った．rSSA1750 0.1 µg と供試 DNA 

0.3 µg を 37℃で 30 秒から 1 時間反応させ，電気泳動を行った． 

SSA1750 の酵素活性を担う部位を検索するため，一元放射状酵素拡散法 (Single Radiation Enzyme 

Diffusion assay; SRED assay) により各組換え体のDNase活性を測定した（50）．サケ精子DNA 2mg/ml

を含有するアガロース平板に直径 3 mm のウェルを作製し，野生型，部分組換え体，もしくは点変

異組換え体を 10 µg ずつ添加し，37℃で 24 時間反応させた．酵素活性の定量化を行うため，野生

型 rSSA1750 を 2 段階希釈し，ウェルに添加後同様に反応させた．撮影したゲル画像から Image J

ソフトウェアを用いてハローの半径を算出し，濃度と半径の相関を示す標準曲線を作成した．そし

て，上記の部分組換え体と点変異組換え体により形成されたハローの半径から，野生型 rSSA1750

の活性に相当する濃度を算出した． 

http://rsbweb.nih.gov/ij/
http://www.plosone.org/article/info%3Adoi%2F10.1371%2Fjournal.pone.0103125#pone.0103125-Sanger1
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6. 好中球の単離 

健常成人ボランティアの末梢血 1 ml あたりに Heparin 10 unit（持田製薬, 東京）を混和し，3% 

Dextran T-500 (GE Healthcare, UK) を含む 0.1 倍量の生理食塩水を添加した．90 分間静置し，赤血球

を沈殿させた．上層を Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare) に積層し，室温で 400 ×g で 20 分間の比重

遠心分離を行った（低加速回転, ノーブレーキ）．回収したペレットへの ACK 溶解緩衝液 (0.15 M 

NH4Cl, 10 mM KHCO3, 0.1 mM EDTA) の添加により赤血球を溶血させ，リン酸緩衝生理食塩水 

(PBS, 137 mM NaCl, 2.68 mM KCl, 8.10 mM Na2HPO4, 1.47 mM KH2PO4) により 2 回の洗浄を行った．

ペレットを RPMI1640 培地（和光純薬）で懸濁し，0.4% Trypan blue を含む PBS を用いてヘモサイ

トメーターで好中球の生細胞数を算定した． 

 

7. rSSA1750 による NETs 分解能の検討 

 Poly-L-lysine (Sigma Aldrich) をコートした 8 ウェルチャンバースライド (Nalge Nunc, NY, USA) 

の 1 ウェルにつき 2×10
5細胞の好中球を播種した．培養には 2% Human serum albumin (HSA, Sigma 

Aldrich) を含む RPMI1640 培地（和光純薬）を用いた．CO2インキュベータで 30 分間静置し，ウェ

ル基底面に好中球を接着させた．そして，200 nM の Phorbol 12-myristate 13-acetate（PMA, 和光純

薬）を添加し，さらに 2 時間培養した．培地を rSSA1750 反応緩衝液 〔0.1 M HEPES (pH 7.5), 150 mM 

NaCl, 2% HSA, 1 mM MgCl2, 1 mM CaCl2)〕に置換し，最終濃度 40 µg/ml の rSWAN を添加した．1

時間の反応後，4% Paraformaldehyde を含有する PBS により室温で 20 分間の固定を行った．0.05% 

Triton X-100（和光純薬）含有 PBS で 20 分間の浸透化処理を行った後，1% Bovine serum albumin 
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(Sigma Aldrich) を含有する PBS により 4°C で一晩ブロッキングを行った．一次抗体のヤギ抗ヒト

エラスターゼポリクローナル抗体 (1:2000, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) と二次抗体の Alexa 

Fluor 594 標識抗ヤギ IgG 抗体 (1:1000, Molecular Probes, OR, USA) をそれぞれ 1 時間反応させ，エ

ラスターゼを蛍光標識した．ProLong Gold Antifade Reagent with DAPI (Life technologies) を用いて

DNA の蛍光染色と封入を行い，蛍光顕微鏡 (Axio Observer. Z1, Carl Zeiss, Germany) により観察を

行った． 

 

8. ssa1750 欠失株と復帰変異株の作製 

ssa1750 遺伝子の上流領域と下流領域を 2 対のプライマーセット（表 3, SSA1750F1, SSA1750R1, 

SSA1750F2, SSA1750R2）を用いて PCR で増幅し，NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit 

(Macherey-Nagel, Germany) を用いて精製した．次に 2 種の PCR 産物を混合して鋳型 DNA とし，上

流領域の 5’側プライマーと下流領域の 3’側プライマー (SSA1750F1, SSA1750R2) を使用して，オー

バーラッピング PCR を行った．PCR 産物を精製後，制限酵素 BamH I と Pst I で処理し，同酵素で

処理した温度感受性シャトルベクターpSET6s に挿入した（図 1A）．構築したプラスミドの SK36 株

への形質転換は以下のように行った．非働化処理した 10% Horse serum (SAFC Biosciences, MO, 

USA) を含む TH 培地で一晩培養液を 100 倍希釈し，波長 600 nm の吸光度 (A600) が 0.1 に達するま

で 37℃で培養した．Competence stimulating peptide (CSP, DLRGVPNPWGWIFGR, purity 98.8%, 

SIGMA)（51）を 1 µg/ml となるように添加し，10 分間の培養を行った．最終濃度 1 µg/ml のプラス

ミドと共に 25°C で 8 時間培養を行った菌液を，クロラムフェニコール含有 TH 寒天培地に播種し，

http://www.plosone.org/article/info%3Adoi%2F10.1371%2Fjournal.pone.0103125#pone.0103125-Hvarstein1
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25°C で培養した．その後，生育したコロニーをクロラムフェニコール含有寒天培地において 37°C

で 2 度継代し，続けて，クロラムフェニコール非添加培地において 25°C で 5 度継代した．プライ

マーSSA1750checkF と SSA1750checkR（表 3）を用いたコロニーPCR と電気泳動により標的遺伝子

の欠失と野生遺伝子型への復帰を確認した（図 1B）．野生型へ復帰したクローンを復帰変異株 (Wr) 

とし，欠失株と共に以後の解析に供試した． 

 

  

図.1 ssa1750 遺伝子欠失株の作製． 

A. 欠失株作製用プラスミドの構築．2組のプライマーセットを用いて ssa1750 の上流と下流の領域を PCR で増幅した．

次に，2 種の PCR 産物を鋳型 DNA とし，オーバーラッピング PCR により 2 つの断片を連結させ増幅した．PCR 増幅

産物を制限酵素で処理後，温度感受性プラスミド pSET6s に挿入し，欠失株作製用プラスミドを構築した． 

cat，クロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ遺伝子．MCS，マルチクローニングサイト． 

B 欠失株の作製．欠失株作製用プラスミドを野生株に形質転換し，37°C で染色体 DNA への組換えを誘導した．その

後，25°C で再度の相同組換えを誘導した．遺伝子欠失と野生株遺伝子型への復帰を確認し，欠失株と復帰変異株を作

製した． 
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9. 抗 SSA1750 抗血清の作製 

部分組換え体 Frg 1（33～357 アミノ酸残基）を TiterMax gold (CytRx, CA, USA) と混和し油中水

型乳剤を作製した．200 µgの組換え体を含む乳濁液を 5週齢のメスのBALB/c マウス (Charles River 

Japan, 東京）の背面皮下に投与した．2 週間後から 1 週間の間隔で 3 度の投与を同様に行った．

Midazolam（ドルミカム®），Medetomidine chloride（ドミトール®），Butorphanol tartrate（ベトルファー 

ル®）の混合液による麻酔下で全血液を採取し，4°C で一晩静置した．そして，1,000 ×g で 10 分間

の遠心分離を行い，血清を回収した． 

 

10. SSA1750 の細胞局在の検討 

SK36 株と変異株の一晩培養液から回収した菌体を PBS で 2 回洗浄し, プロトプラスト化緩衝液 

〔0.1 M KPO4 (pH 6.2), 0.3 M Raffinose (Becton Dickinson, NJ, USA), 10 mM MgCl2, complete 

EDTA-free protease inhibitor (Roche), 200 units/ml Mutanolysin (Sigma Aldrich)〕で懸濁した．37°C で 3

時間の反応後，20,000 ×g で 20 分の遠心分離を行い，上清を細胞壁画分として回収した．10% アク

リルアミドゲルを用いた SDS-PAGE によりタンパクを展開し，セミドライ式ブロッター (BIO RAD, 

CA, USA) によりポリフッ化ビニリデン膜（PVDF 膜, Millipore）へ 15V 一定で 1 時間の転写を行っ

た．Block Ace（メグミルク, 東京）でブロッキングを 4°C で一晩行った後，0.05% Tween 20（和光

純薬）を含む TBS〔TBST, 20 mM Tris, 0.15 M NaCl (pH 7.6)〕で 2000 倍希釈した抗 SSA1750 マウス

抗血清を添加し，室温で 1 時間反応させた．TBST で 3 回洗浄した後，TBST で 2000 倍希釈した

HRP 標識抗マウス IgG 抗体（Cell Signaling Technology, MA, USA) を室温で 1 時間反応させた．PVDF
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膜を TBST で 3 度の洗浄後，Western blotting substrate (Thermo Fisher Scientific) と反応させ，生じた

化学発光をレントゲンフィルム（富士フイルム, 東京）に投影し，現像した． 

 

11. NETs 感染実験 

感染実験は Behrendt らの方法に従った（25）．10% FBS (SAFC Biosciences) 含有 RPMI1640 培地

で懸濁した 5×10
4細胞の好中球を 96 穴ポリスチレンプレート（IWAKI, 東京）の各ウェルに播種し

た．30 分間の培養後，最終濃度 200 nM の PMA を 2 時間反応させ NETs 形成を誘導した．好中球

の貪食による殺菌を除外するため，アクチン重合阻害剤であるサイトカラシン D (Sigma Aldrich) を

最終濃度 20 µg/ml で添加し 30分間培養した．各菌株のコロニー形成単位 (Colony forming unit, CFU) 

と好中球数の比率 (multiplicity of infection, MOI) を 1:5 とし，30 分もしくは 2 時間反応させた．培

養液と等容量の細胞溶解液 (460 mM NaCl, 0.05% Triton X-100) を加え，PBS で希釈した溶解液を

TH 寒天培地へ播種した．37°C で 24 時間培養後，生育したコロニー数をカウントし，菌体生存率

を算出した． 

 

12. ssa1750 発現 L. lactis 株の作製と NETs 中での菌体生存率の検討 

 ssa1750 構造遺伝子と推定ターミネーターを含む DNA 配列を PCR で増幅した．増幅産物を制限

酵素 BamH I と Sph I で処理し，同酵素で処理した pAT18-PgyrA（52）に挿入した．そして，構築し

たプラスミドを L. lactis NZ9000 株（39）に形質転換し，ssa1750 発現 L. lactis 株（Lswan 株）を作

製した．同様に，空プラスミドを導入した Mock 株を作製し，以下の解析でコントロールとして用

http://www.plosone.org/article/info%3Adoi%2F10.1371%2Fjournal.pone.0103125#pone.0103125-Linares1
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いた． 

 Lswan 株と Mock 株を 10 ml の M17G 培地で対数増殖期 (A600 = 0.6) まで培養し，回収した菌体を

PBS で洗浄後，100 µl のプロトプラスト化緩衝液〔0.1 M KPO4 (pH 6.2), 40% Sucrose (Sigma Aldrich), 

10 mM MgCl2, complete EDTA-free protease inhibitors (Roche), 200 units/ml Mutanolysin (Sigma 

Aldrich)〕に懸濁し，37°C で 1 時間反応させた．その後，20,000 ×g で 10 分間の遠心分離を行い，

細胞壁画分を含む上清を回収し，SSA1750 をウェスタンブロット解析により検出した．また，各菌

株の細胞外 DNase 活性を上述の DNA 含有 BHI 寒天培地で 24 時間培養し，検討した．さらに，NET

感染実験についても上述と同様に MOI を 10 で行った． 

 

13. バイオフィルム形成能の検討 

野生株，ssa1750 欠失株，および復帰変異株を BHI 培地で一晩培養した．一晩培養液を Chemically 

defined medium (CDM, 表 4, 53) で 100 倍希釈し，96 穴ポリスチレンプレートの各ウェルに 150 µl

播種した．37℃で 24 時間の培養を大気もしくは嫌気条件下で行った．アネロパック・ケンキ（三

菱ガス化学，東京）を置いた嫌気ジャー内を嫌気条件とした（炭酸ガス濃度 15%以上，酸素濃度

0.1%以下）．その後，3 度の PBS 洗浄を行い，0.2% Crystal violet を用いて室温で 15 分間染色した後，

PBS で 3 回洗浄を行った．バイオフィルムを染色したクリスタルバイオレット色素を 100% Ethanol

で溶出させた後，吸光度 (A550) の測定によりバイオフィルム形成量を判定した． 
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表 4. Chemically defined medium (CDM)の組成 (pH7.4) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

14. 統計処理 

全ての実験は 3 回以上行った．StatView ソフトウェア (SAS Institute, NC, USA) を用いて one-way 

ANOVA/ Scheffe 検定，Student’s t 検定，two-way ANOVA/ Dunnet 検定により各サンプル群間の有意

差を検討した．p＜0.05 を有意差ありとした． 

 

本研究は，大阪大学動物実験規程および大阪大学遺伝子組換え実験実施規則に則り実施した(遺

伝子組換え実験承認番号: 3365，動物実験承認番号: 動歯 24-025)． 

  

K2HPO4 

KH2PO4 

(NH4)2SO4 

NaCl 

Glucose 

Casamino Acids 

MnCl2・4H2O 

Nicotinic acid 

Pyridoxine-HCl 

Pantothenic acid-Ca 

Riboflavin 

Thiamin-HCl 

D-Biotin 

L-Glutamic acid-HCl 

L-Arginine-HCl 

L-Cysteine-HCl 

L-Tryptophan 

MgSO4 

CaCl2・2H2O 

FeCl3・6H2O 

57.4 mM 

14.7 mM 

9.84 mM 

35 mM 

0.8% (wt/vol) 

0.2% (wt/vol) 

0.1 mM 

0.04 mM 

0.1 mM 

0.01 mM 

1 µM 

0.3 µM 

0.1 µM 

2.72 mM 

1 mM 

1.14 mM 

0.1 mM 

1 mM 

1 mM 

3.7 µM 
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結果 

1. 口腔レンサ球菌の細胞外 DNase 活性 

口腔レンサ球菌の細胞外 DNase 活性を DNA 含有 BHI 寒天培地上で検討した．供試菌株として，

S. sanguinis SK36 株，S. salivarius HTT 株，S. mutans MT8148 株，S. sobrinus MT10186 株，S. 

parasanguinis ATCC 903 株，S. oralis NCTC 11427
T
/SK23 株を用いた．その結果，mitis グループレン

サ球菌に属する S. sanguinis SK36 株，S. parasanguinis ATCC 903 株，および S. oralis NCTC 

11427
T
/SK23 株のコロニー周囲に DNA 分解を示す明瞭なハローが形成されたが，S. salivarius HTT

株, S. mutans MT8148 株, および S. sobrinus MT10186 株には確認されなかった（図 2）. 

 

 

 

 

2. S. sanguinis の表層 DNase の検索 

 S. sanguinis SK36 株の細胞外 DNase 活性を担う分子を同定するため，ゲノムデータベースで細胞

壁架橋型表層タンパク質の検索を行った（32）. その結果，749 アミノ酸から構成される推定約 70 

図 2. 口腔レンサ球菌の細胞外 DNase 活性. 

DNA 含有 BHI 寒天培地上に各菌株の一晩培養液

5 µl を滴下し，72 時間培養した．1 M HCl に浸漬

し、未分解 DNA を析出させた．コロニー周辺の

ハローは DNA 分解を示す．Bar, 10 mm. 
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kDa のタンパク質をコードする ssa1750 遺伝子に着目した．この遺伝子はピルビン酸ギ酸リアーゼ

pflA 遺伝子 (ssa1749) とデキストラングルコシダーゼ dexS 遺伝子 (ssa1751) の間にコードされて

いる（図 3）．ssa1750 の上流には推定リボソーム結合領域と推定プロモーター領域が存在し，下流

には推定ターミネーター配列が認められたことから，ssa1750 はモノシストロン性に転写されるこ

と が 示 唆 さ れ た ． 遺 伝 子 産 物 の ア ミ ノ 酸 配 列 を SignalP 4.1 server 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) に照会した結果，推定シグナルペプチドの存在が認められ，

シグナルペプチダーゼによる切断部位はN末端側から 32残基目のアラニンと 33残基目のグルタミ

ン酸の間であることが予測された．また，conserved domain database (CDD)（41）を用いたドメイン

検索により，ssa1750 遺伝子産物には MnuA DNase1-like domain (CD10283) (54)が認められた．この

ドメインは EEP (endonuclease/exonuclease/phosphatase) domain スーパーファミリー内の DNase Iファ

ミリーに保存されている．さらに，Bacillus subtilis のヌクレアーゼである YhcR の OB fold domain 

(CD04486)（55）と相同性が高い領域が MnuA DNase1-like domain の N 末端側に認められた（図 3）．

この領域はオリゴヌクレオチドとの結合に関与することが示唆されている（55）．また，各ドメイ

ン間には，インテグリン結合能を有する RGD 配列が存在した（56）． 
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3. SSA1750 の局在および細胞外 DNase 活性との関連 

野生株，ssa1750 欠失株，および復帰変異株を用いて SSA1750 の局在を検討した．ssa1750 欠失

株と復帰変異株の成長度は野生株のそれと同様であった．一晩培養液の菌体から細胞壁画分を調製

し，SSA1750 の発現をウェスタンブロット解析により確認した（図 4A）．その結果，野生株と復帰

変異株の細胞壁画分では，約 70 kDa 付近に抗 SSA1750 マウス抗血清と反応するバンドが認められ

た．一方，ssa1750 欠失株ではバンドが検出されなかったことから，SSA1750 は菌体外に表出され

ることが示唆された．さらに，それぞれの菌株を DNA 含有寒天培地上で培養し細胞外 DNase 活性

を判定した結果，野生株および復帰変異株と比較して，ssa1750 欠失株によるハローサイズと透明

度は低下した（図 4B）．この結果から，SSA1750 は SK36 株の細胞外 DNase 活性の大部分を担うこ

とが示唆された．  

 

図 3. ssa1750 遺伝子とそのドメイン構造． 

SK36 株染色体 DNA の ssa1750 遺伝子周辺の遺伝子構成を示す．ssa1750 遺伝子産物には，N 末端側よりシグナル配

列 (SS)，oligosaccharide/nucleotide binding fold domain (OB)，RGD 配列，MnuA DNase I-like domain (Nuclease domain)，

および細胞壁架橋モチーフ LPXTG が認められた．各ドメインのアミノ基末端側からの相対的な位置をアミノ酸残基

数で表す． 
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4. rSSA1750 酵素活性の生化学的解析 

 (1) rSSA1750 DNase 活性の検討 

SSA1750 が DNase 活性を有するかについて詳細に検討するため，ヒスチジンタグを N 末端側に

付与した組換え SSA1750 (rSSA1750) を作製した．基質 DNA として二本鎖 DNA である λDNA を用

い（46），Ca
2+と Mg

2+の要求性について併せて検討を行った．その結果，Ca
2+と Mg

2+の両イオンの

存在時にのみ，rSSA1750 による λDNA の完全な分解が認められた（図 5A）．両イオン非添加条件

下では，λDNA の分解は著しく減弱した．また，片方のイオンのみを添加した場合，部分的な分解

が認められた．したがって，SSA1750 は DNase 活性を有し，その活性には Ca
2+と Mg

2+が重要であ

ることが明らかとなった．次に，SSA1750 の DNase 活性に至適な Ca
2+・Mg

2+濃度を検討するため，

各イオン濃度を 2 段階希釈し，同様の DNA 分解試験を行った．未処理 λDNA に相当するバンドの 

図 4. SSA1750 の局在と細胞外 DNase 活

性への関与．  

A. 細胞壁画分での SSA1750 の発現． 

SK36 株，ssa1750 欠失株，および復帰変

異株の一晩培養液から回収した菌体か

ら細胞壁画分を調製し，ウェスタンブ

ロット解析を行った．抗 SSA1750 マウス

抗血清と HRP 標識抗マウス IgG 抗体を

用いて SSA1750 を検出した．  

B. SK36株と変異株の細胞外DNase活性. 

各菌株の一晩培養液を DNA 含有 BHI 培

地に滴下し，72 時間の培養を行った．寒

天培地を 1 M HCl に浸漬させ，未分解

DNA を析出させた． 
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濃淡をデンシトメトリック解析により定量した結果， Ca
2+と Mg

2+の濃度がそれぞれ 0.19～3.12 mM

と 0.02～3.12 mM の範囲内で 70%以上の高い DNA 分解活性が認められた（図 5B）． 

(2) rSSA1750 の基質特異性の検討 

rSSA1750 の DNA 基質特異性を検討するため，バクテリオファージ (ΦX174 am3 cs70) 由来の

ΦX174 RF I DNA（二本鎖環状スーパーコイル型 DNA）, ΦX174 RF II DNA（ニックが入った弛緩型

二本鎖 DNA）, および ΦX174 Virion DNA（一本鎖環状 DNA）を rSSA1750 と反応させた．rSSA1750

は供試した全ての形態の DNA を分解した（図 6A）．二本鎖環状 DNA やニックが入った二本鎖 DNA

の完全な分解には 4～16分間を要したが，一本鎖DNAは反応 30秒後に完全に分解された（図 6A）． 

図 5. rSSA1750 の DNase 活性の検討. 

A. Ca2+・Mg2+添加 (1 mM)・非添加条件下で λDNA 0.3 µg を rSSA1750 0.1 µg と 37°C で 1 時間反応させた．1%アガロー

ス TBE ゲルで電気泳動を行い，DNA をエチジウムブロマイド染色した像を示す．左端のレーンは λ HindIII digest マー

カーである． 

B. Ca2+・Mg2+濃度と rSSA1750 酵素活性. 

DNA 非添加レーンのバックグラウンドの濃度を 100%とし，デンシトメトリック解析を行った． 

http://www.plosone.org/article/info%3Adoi%2F10.1371%2Fjournal.pone.0103125#pone-0103125-g003
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次に，rSSA1750の RNA分解能を検討するため，ヒト角化細胞株から精製した全 RNAと rSSA1750

を反応させた．rSSA1750 による RNA の分解は反応数分後より認められ，反応 16 分後に完全に分

解された（図 6B）．しかし，ネガティブコントロールの rT6 による分解は認められなかった．した

がって，SSA1750 はヌクレアーゼであることが明らかとなり，SSA1750 を SWAN (Streptococcus 

sanguinis wall-anchored nuclease) と名付けた． 

図 6. rSSA1750 の基質特異性の検討. 

Ca2+・Mg2+添加条件下 (1 mM)で各種 DNA 0.3 µg (A) もしくは

HaCaT 細胞由来の全 RNA 10 µg (B) を rSSA1750 0.1 µg と 37°C

で 30 秒～32 分反応させ，1%アガロース TBE ゲルで電気泳動

を行った．ΦX174 RF I DNA (主に二本鎖環状 DNA，A 上段)，

ΦX174 RF II DNA (主にニックが入った二本鎖環状 DNA，A 中

段)，ΦX174 Virion DNA (主に一本鎖環状 DNA，A 下段)，およ

び HaCaT 細胞由来の全 RNA (B) の染色像を示す．全 RNA に

ついては，ネガティブコントロールとして A 群レンサ球菌の組

換え線毛タンパク T6 (rT6) を用いた．▷, ニックが入った環状

DNA; ▶, 環状 DNA; ▶, 直鎖状 DNA． 
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病原性レンサ球菌の細胞外 DNase が NETs の DNA 構造を分解することが報告されていることか

ら（43, 57, 58），rSWAN が NET DNA を分解するかについて検討を行った．ヒト末梢血から好中球

を単離し，NETs を誘導し，DNA とエラスターゼの蛍光染色を行った結果，未刺激の好中球では，

DNA の染色により分葉核が観察され，明瞭なエラスターゼの染色は認められなかった（図 7左列）．

一方，PMA を添加し NETs を誘導した好中球では，核の脱分極を反映する膨潤した核と細胞外 DNA

の染色像が認められた（図 7 中列）．また，エラスターゼの発現レベルは上昇し，細胞外における

DNA との共染色像が観察された．そこで，NETs に rSWAN を反応させた結果，細胞外の DNA 染色

は消失した（図 7 右列）．以上の結果から，rSWAN は NETs DNA を分解することが示唆された． 

  

http://www.plosone.org/article/info%3Adoi%2F10.1371%2Fjournal.pone.0103125#pone.0103125-Reinhart1
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図 7. rSWAN による NET DNA の分解. 

ヒト末梢血から好中球を単離し，DNA とエラスターゼの蛍光染色を行った．左列より未刺激の好中球，PMA

添加により誘導された NETs，および rSWAN (40 µg/ml)を 37°C で 1 時間反応させた NETs の像を示す．上段よ

り微分干渉像 (DIC)，DNA 染色像 (青色)，エラスターゼ染色像 (赤色)，および重ね合わせ像である．Bar, 20 µm. 
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(3) SWAN 酵素活性を担う部位の検索 

SWAN の DNase 活性を担う部位を明らかにするため，3 種の部分組換え体 (Frg 1～3) を作製し

（図 9A），野生型 rSWAN と共に SRED assay により DNase 活性を検討した．野生型 rSWAN を添加

したウェル周囲には DNA 分解を示す明瞭なハローを認めた．それに対して，OB-fold ドメインのみ

を含む Frg 1 を添加したウェルでは，ハローは全く形成されなかった．一方，クレアーゼドメイン

のみを含む Frg 2，OB-fold ドメインとヌクレアーゼドメインを含む Frg 3 によるハローのサイズは

減少した（図 9B）．これらの結果から，SWAN の DNase 活性にはヌクレアーゼドメインが必須であ

り，OB-fold ドメインを含む N 末端側も重要であることが推察された． 

DNase Iで報告されている構造解析と DNase Iおよび MnuAとのアミノ酸配列アラインメント（図

8）から推定された活性残基と Ca
2+・Mg

2+結合残基をそれぞれアラニン残基に置換した点変異組換

え体を作製し，SRED assay により DNase 活性を検討した（50）．その結果，rSWAN と比較して，

推定活性残基であるD580, H527, H623, D656の点変異によりハローの消失もしくは減弱が認められ

た（図 8C）．推定 Ca
2+結合残基である R507 と N582，および推定 Mg

2+結合残基である N364，E403，

D655 の変異によっても，ハローは顕著に減弱あるいは消失した．一方，ΔRGD によるハローサイ

ズは野生型 rSWAN と同等であった． 
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図 9. rSWAN の酵素活性を担う部位の検索. 

部分組換え体 Frg 1～3 (A)と点変異組換え体 (B～D)を作製し，SRED assay により DNase 活性を検討した．Frg 1

～3 はそれぞれ N 末端側から 33～357 アミノ酸残基，193～722 アミノ酸残基，120～722 アミノ酸残基を含む

断片である．DNA 含有寒天平板上に作製したウェルに各種組換え体 (B, 部分組換え体; C, 推定活性残基のア

ラニン点変異組換え体; D, 推定 Ca2+/ Mg2+結合残基のアラニン点変異組換え体) 10 µg を添加し，37°C で 24 時

間反応させた後，UV 光により DNA を可視化した．Ctrl, 緩衝液． 

  

図 8. SWAN のヌクレアーゼドメイン，Mycoplasma pulmonis UAB CTIP 株が産生する MnuA のヌクレアーゼドメイン，お

よび DNase I のアミノ酸配列のアライメント． 

NCBI サーバー上の COBALT (Constraint-based Alignment Tool)を用いてアライメントを作成し，CLC Main Workbench 6.9.1

ソフトウェアにより作図した．3 種で保存されているアミノ酸を赤字で示す．本研究で点変異させた推定活性残基，推

定 Mg2+結合残基，および推定 Ca2+結合残基をそれぞれ▼，▼，▼で示す． 
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各組換え体の DNase 活性を定量化するため，野生型 rSWAN を 2 段階希釈し，SRED assay に供し

た．rSWAN 濃度とハロー半径の相関は指数関数に近似された（図 10A）．変異組換え体によるハロー

の半径と標準曲線を用いて，野生型に対する各組換え体の相対酵素活性を算出した．その結果，

SRED assay で活性が最も高いと考えられた部分組換え体 Frg 3 の相対活性は野生型の約 9%であっ

た．また，SRED assay において，最も大きいハローサイズを呈した点変異組換え体である R507A

の活性は野生型の約 49%であった（図 10B）． 

 

 

 

 

5. SWAN が NETs 中での菌体生存率に及ぼす影響 

rSWAN が NETs DNA を分解したことから（図 7），SWAN のヌクレアーゼ活性が NETs の殺菌作

用への抵抗性に寄与するかについて検討した．末梢血由来の好中球に NETs を誘導し，野生株，swan

欠失株，もしくは復帰変異株を反応させ，経時的に生菌数の算出を行った．その結果，野生株およ

図 10. 変異組換え体の相対 DNase 活性. 

A. 野生型 rSWAN の 2 倍希釈系列 (6.25～1000 µg/ml)を SRED assay に供し，37°C で 24 時間反応させた．rSWAN 濃度

とハロー半径の相関から標準曲線を作成した．グラフ内に近似式と相関係数の二乗値を示す。  

B. SRED assay における各種組換え体のハロー半径に相当する rSWAN 濃度を近似式から算出した．各組換え体の野生

型に対する相対酵素活性は以下の式で換算した． 
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び復帰変異株と比較して，swan 欠失株の菌体生存率は減少した（図 11）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. 異種発現系を用いた NETs 中での菌体生存率の検討 

L. lactis NZ9000 株を親株とし，swan 発現株（Lswan 株）と Mock 株を作製した．まず，両菌株の

細胞表層での SWANの発現と細胞外DNase活性を検討した．細胞壁画分を用いたウェスタンブロッ

ト解析により SWAN の検出を行った結果，swan 発現株の細胞壁画分にのみ抗 SWAN 抗血清と反応

するバンドが検出された（図 12A）．DNA 含有寒天培地上では，SWAN の発現によりコロニー周囲

に明瞭なハローが認められた（図 12B）． 

図 11. NETs 中での菌体生存率の検討. 

ヒト好中球に PMA を添加し NETs を誘導した．サイトカラシン

D を添加後，S. sanguinis の各菌株を NETs に反応させ (MOI = 

5)，反応 30 分後と 120 分後の菌体生存率を算出した (n = 3)．野

生株，swan 欠失株，復帰変異株のデータをそれぞれ青色バー，

黄色バー，赤色バーで示す． 

*p<0.01, **p<0.05, One-way ANOVA，Sheffe 検定.  
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次に．これらの菌体を NETs と反応させ，菌体生存率を検討した．反応 2 時間後に，Mock 株と

Lswan 株の菌体生存率はそれぞれ約 50%と約 90%であったことから，swan の発現により菌体生存

率は有意に上昇した（図 12C）．先の結果と併せて，SWAN は in vivo でヌクレアーゼ活性を有し，

NETs 中での菌体生存に直接的に寄与することが示唆された． 

 

 

 

図 12. L. lactis NZ9000 株を用いた異種 swan 発現系の構築． 

A. ウェスタンブロット解析による SWAN 発現の確認． Lswan 株と Mock 株の一晩培養液から調製した細胞壁画分と抗

SWAN マウス抗血清を用いたウェスタンブロット解析を行った． 

B. 細胞外 DNase 活性．各菌株の一晩培養液を DNA 含有 BHI 寒天培地上に滴下し，24 時間の培養を行った．寒天培地を

1 M HCl に浸漬させ，DNA を析出させたプレートの画像を示す． 

C. NETs 中での 菌体生存率．L. lactis を NETs に反応させ (MOI = 10)，反応 120 分後の菌体生存率を算出した. 

 * p<0.01, Student’s t 検定. 
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 7. バイオフィルム形成能への影響 

SWAN が S. sanguinis のバイオフィルム形成に影響を及ぼすかについて検討するため，大気・嫌

気条件下で野生株，swan 欠失株，および復帰変異株を CDM で培養し，各菌株のバイオフィルム形

成量を比較した．その結果，大気条件におけるバイオフィルム形成量は swan 欠失により有意に増

加した（図 13）．また，大気条件と嫌気条件でのバイオフィルム形成量を比較すると，嫌気環境下

でバイオフィルム形成は促進されることが示唆された． 

 

 

8. SWAN ホモログの検索 

BLASTP を用いて，対象菌種を Streptococcus とし SWAN ホモログの検索を行った．その結果，

Streptococcus gordonii, Streptococcus anginosus, Streptococcus constellatus subsp. constellatus, 

Streptococcus intermedius, S. constellatus subsp. pharyngis, および S. parasanguinis について，SWAN ア

ミノ酸配列と 90%以上の被覆度と 50%以上の同一性を有するホモログが挙げられた（表 4）．これ

らの菌種は SWAN と同じドメイン構造を有するヌクレアーゼを発現することが示唆された．Mitis

図 13. swan 欠失のバイオフィルム

形成能への影響． 

各菌株の一晩培養液をCDMで 100

倍希釈し，大気下および嫌気条件

下で 24 時間の培養を行った．形成

されたバイオフィルムをクリスタ

ルバイオレットで染色し，吸光度

計で形成量を測定した．大気条件

と嫌気条件のデータをそれぞれ赤

色バーと青色バーで示す． 

*p<0.05, Two-way ANOVA, Dunnett

検定． 



32 

 

グループレンサ球菌でSWANホモログが認められた菌種はS. gordoniiとS. parasanguinisであった．

S. parasanguinis の SWAN ホモログ (HMPRED1195_01016)と SWAN のアミノ酸配列同一性は 57%で

あった．一方，anginosus グループに属する S. intermedius や S. constellatus の SWAN ホモログのアミ

ノ酸配列はより SWAN のそれと類似していた（同一性, 72%）．それぞれの菌種につき 1 菌株を選出

し，ClustalW 2.1 を用いてアラインメントを行った結果，ホモログ間でもヌクレアーゼドメイン内

の推定活性残基は保存されていた．さらに，アミノ酸配列を基に系統樹の作製を行った結果，S. 

parasanguinis の SWAN ホモログとその他の 2 群に大別された（図 14）．菌種のグルーピングに用い

られる 16s rRNA 塩基配列での分類では，S. sanguinis と S. parasanguinis が最も近い菌種とされてお

り，異なる結果となった（8）．アミノ酸変異の程度を反映した進化的距離より，S. intermedius，S. 

constellatus subsp. pharyngis，S. constellatus subsp. constellatus，および S. anginosus の SWAN ホモログ

間の相同性は高いことが明らかとなった． 

 

表 4. SWAN ホモログタンパクの一覧 

菌種名 菌株 (Genbank accession number) SWAN ホモログのタグ番号 被覆度 同一性 

S. godronii  Challis substr. CH1 (CP000725.1) SGO1651 99% 75% (680/775)* 

S. intermedius  C270 (CP003858.1) SII1261 92% 69% (480/694)* 

S. constellatus 

subsp. pharyngis 

C232 (NC_022236.1) SCRE0485 90% 72% (485/667)* 

S. constellatus 

subsp. constellatus 

SK53 (AICQ01000018.1) HMPREF1044_1225 91% 72% (492/667)* 

S. anginosus  C238 (CP003861.1) SANR0475 90% 72% (487/679)* 

S. parasanguinis  CC87K (AZJD01000004.1) HMPREF1195_01016 99% 57% (446/779)* 

* SWAN のアミノ酸配列と一致するアミノ酸残基数と全アミノ酸残基数を示す． 
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図 14. SWAN と類縁菌種の SWAN ホモログタンパクの系統樹. 

SWAN と 6 菌種からの SWAN ホモログの DNA 配列について，Neighbor-joining method (NJ 法) により系統樹を作成した．

数字はアミノ酸配列間の進化的距離を表す． 
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考察 

亜急性感染性心内膜炎は，日常のブラッシング，スケーリング，歯周外科処置の出血時に起こる

菌血症が誘発となり，心弁膜損傷を伴う患者に高頻度で発症する．このような患者では，損傷した

心臓弁や血管内皮の修復過程で血小板が付着し，血流に侵入した菌体が血小板に結合する．その結

果，血小板とフィブリンの結合が促され，血栓や血小板の凝集塊が形成される（28, 59）．この感染

性の血栓性疣贅が心内膜炎や閉塞性血管障害の主要な病原決定因子である．口腔領域からの菌血症

の多くはレンサ球菌により起こり，感染性心内膜炎患者の病巣から最も高頻度に分離されるのは S. 

sanguinis を含む mitis グループ口腔レンサ球菌である（4, 5, 6）． 

近年，感染性心内膜炎患者の血栓性疣贅の臨床検体に NETs の存在が確認されてきたことから

（28），本研究では NETs と S. sanguinis の相互作用に着目した．NETs は血流中で活性化された血小

板により誘導されることが報告されており（60），血小板凝集や血栓形成の足場となる．しかし，

S. sanguinis には殺菌的に働くことが予想され，S. sanguinis による免疫回避機構が存在すると考えた．

S. sanguinis が分泌する細胞壁架橋型ヌクレアーゼを SWAN と名付け，in vitro の実験系で NETs か

らの回避に関与する可能性を見出した． 

多くの病原性グラム陽性球菌は分泌型 DNase を産生する（29, 30, 31）．口腔レンサ球菌の細胞外

DNase 活性についての詳細な報告がなかったことから，S. sanguinis を含む口腔レンサ球菌の細胞外

DNase 活性を検討し，mitis グループレンサ球菌に属する S. sanguinis，S. parasanguinis, および S. 

oralis が細胞外に DNase を産生することを明らかにした（図 2）．しかし，S. oralis Uo5 株では，SWAN

ホモログが認められなかったことから，異なる DNase を細胞外に産生することが示唆された．候補



35 

 

分子として，S. pneumoniae が産生するエンドヌクレアーゼ EndA のホモログが挙げられるが，今後

の解析が必要である．また，本研究で供試しなかった anginosus グループのレンサ球菌は細胞外

DNase 活性を有することが報告されている（61）．BLAST 検索により，anginosus グループにも SWAN

ホモログが認められたことから，SWAN ホモログを有する anginosus グループレンサ球菌は同様の

機構で NETs からの免疫回避を行うことが示唆される． 

Mitis グループレンサ球菌はデンタルプラーク内で大部分を占める構成細菌であり，デンタルプ

ラークの形成と成熟に関与する（9, 10）．バイオフィルムは多くの段階を経て形成される．初期付

着には菌体表層の付着因子が関与し，最終的に他菌種を取り込んだコミュニティが形成される．大

気条件下で，swan の欠失によりバイオフィルム形成量は増加したことから，SWAN が初期付着に

関わる可能性がある．また，SWAN がバイオフィルム内の DNA を分解し，バイオフィルム形成量

を調節することが推察される．近年，mitis グループレンサ球菌が産生する過酸化水素により DNA

の遊離が起こることが報告されており（62, 63），デンタルバイオフィルム内には DNA が細胞外基

質として存在すると考えられる．Pseudomonas aeruginosa や Staphylococcus aureus の細胞外ヌクレ

アーゼはバイオフィルム形成能に影響することが報告されていることから（64, 65, 66），菌体表層

ヌクレアーゼによるバイオフィルム形成量の調節は普遍的な現象であることが示唆される．レンサ

球菌は大気条件と嫌気条件とで糖の代謝パターンを変化させることが知られている．また，外的環

境の酸素濃度は，遺伝子発現を変化させる．したがって，SWAN やバイオフィルム形成遺伝子の発

現量や細胞外基質形成量の違いに起因して，嫌気条件下でバイオフィルム形成量に有意差は生じな

かったと推測される． 

http://www.plosone.org/article/info%3Adoi%2F10.1371%2Fjournal.pone.0103125#pone.0103125-Ryle1
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組換えタンパクを用いた生化学的解析から，SWAN の十分な活性に必要な Mg
2+と Ca

2+の濃度は

ヒト血清・唾液中の Mg
2+・Ca

2+生理的濃度の範囲内に入っており（67, 68, 69, 70），S. sanguinis が棲

む生体環境下で SWAN が酵素活性を発揮すると考えられる．また，DNase I は二本鎖 DNA および

B 型 DNA を特異的に切断することが報告されているが（71），SWAN は供試した全ての DNA 基質

を分解した．二本鎖環状 DNA やニックが入った二本鎖 DNA と比較して，一本鎖 DNA の分解はよ

り短時間で起こったことから，SWAN は一本鎖 DNA をより効率的に分解することが示唆された． 

DNase I と SWAN のアミノ酸配列アライメントから活性に関与するアミノ酸残基が推察された．

組換え SWAN の点変異により，DNase 活性は消失または減弱したことから，SWAN は DNase I と類

似する構造で酵素活性を発揮する可能性がある．しかし，SWAN は DNase I には認められない

OB-fold domain を有し，DNase I の特徴である DNA 基質特異性が SWAN に認められなかったこと

から，哺乳類の DNase とは異なる特異的な DNA 分解機構を持つことが推測される．また，OB-fold 

domain を含まない SWAN 部分組換え体の酵素活性は野生型と比較して著しく減弱したことから，

OB-fold domain が核酸の認識と結合に関与することも予想される．実際，S. pyogenes の表層ヌクレ

アーゼである SpnA は複数の OB-fold domain を有し，その酵素活性には OB-fold domain 群を必要と

することが報告されている（43）．今後，SWAN の立体構造の解析により，酵素活性を担う構造の

全貌が明らかになるであろう． 

レンサ球菌が産生する表層タンパク質や分泌タンパク質の多くは多機能性を備えることが報告

されており，SWAN は他の複数の生物学的機能を有する可能性がある．アミノ酸配列の解析から，

SWAN には RGD 配列が認められた．RGD 配列は一部のインテグリンに結合可能な最小配列単位で
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あることから（56），SWAN が直接的にインテグリンへ親和性を示すことが予想される．心内膜炎

発症過程において，血小板と菌体の相互作用および血小板の活性化・凝集が重要となる．これまで，

S. sanguinis の細胞壁架橋型タンパク質である SrpA (serin-rich protein) や血小板凝集関連因子 

(PAAP; platelet aggregation associated protein) を介した血小板凝集作用が報告されている（16）．しか

し，SrpA や PAAP の欠失では血小板凝集は阻害されず，凝集速度の大幅な遅延が報告されてきた

（16）．したがって，他の菌体外因子が協調して血小板の凝集と活性化に関与する可能性があり，

RGD 配列を有する SWAN はその候補分子である．細菌感染により，血小板は αIIbβ3 インテグリン，

Toll 様受容体 (TLR)，Fcγ 受容体 IIa 等を介した様々な経路で活性化される（72）．SWAN の RGD

配列は αIIbβ3 インテグリンに結合し血小板を活性化することが推察される．また，S. sanguinis は損

傷組織上の多様なインテグリンに直接結合し，血小板を介さない組織への付着にも関与することが

考えられる． 

S. pneumoniae の菌体表層ヌクレアーゼはコンピテンスに関与することが報告されているが（50），

S. pneumoniae では，膜局在型のエンドヌクレアーゼである EndA が他の因子と共に，DNA の取り

込みに関わる．また，S. pneumoniae で明らかになったコンピテンス刺激ペプチド (CSP) と二成分

制御系を介したコンピテンス誘発機構（73）は，S. sanguinis においても認められている（51）．す

なわち，S. sanguinis の自然形質転換能力は高い．効率的な DNA の取り込みと細胞質内での DNA

組換えは S. sanguinis の環境適応と進化を起こしたと考えられる．また，SK36 株のデータベース上

で EndA のホモログが認められたことから，S. pneumoniae と同様の DNA 取り込み機構が存在する

と考えられる．DNA を含む寒天培地上での細胞外 DNase 活性試験において，swan の欠失によりハ
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ローが完全に消失しなかった結果は，EndA によるヌクレアーゼ活性に起因する可能性が考えられ

る．また，EndA は S. pnuemoniae の NETs からの回避に関与することから，S. sanguinis において EndA

ホモログと SWAN が協調して NETs からの回避機構に寄与する可能性が推察される．一方，菌体外

DNase 活性による自然免疫からの他の回避機構が報告されている．細菌の DNA は非メチル化 CpG

モチーフに富み，エンドリソソーム上の TLR9 により認識される（74）．菌体外 DNase により自身

の細胞外 DNA を分解し，この認識を逃れることが報告されている（75）．よって，S. sanguinis が貪

食された後に，SWAN による自身の DNA 分解が TLR9 シグナルを介した炎症の誘発を制御する可

能性も考えられる． 

口腔レンサ球菌による詳細な亜急性感染性心内膜炎の発症機序は未解明である．免疫抑制剤を投

与されている患者では，口腔内レンサ球菌による播種性血管内凝固症候群 は主な死因であり，予

防法の開発が望まれる．今後，本研究において同定した S. sanguinis のヌクレアーゼが in vivo で機

能するかについて，感染モデルを用いた解析が必要となる．また，他の細胞壁架橋型タンパク質の

作用についても詳細に検討する必要がある．ヒト血液中における S. sanguinis 表層タンパク質，血

液細胞，および血中因子の相互作用が解明されれば，S. sanguinis による亜急性感染性心内膜炎の詳

細な発症機序の解明が期待できる． 
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