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要約  

	 口腔清掃や歯科治療を契機として起こる一過性の菌血症は, 心疾患ハイリス

ク患者等において感染性心内膜炎の原因になる. これまで, 感染性心内膜炎の

病巣から Streptococcus sanguinisを含むmitis群口腔レンサ球菌が高頻度に分離さ

れてきた. S. sanguinisは, ピルビン酸オキシダーゼである SpxBにより高濃度の

H2O2を産生する. 本研究では, S. sanguinis由来の H2O2が血中での菌体生存や好

中球への細胞毒性に関与するかについて検討した. また, 好中球での活性酸素

種の産生が好中球の NETs (Neutrophil Extracellular Traps) 形成を誘導するという

報告があるため, S. sanguinisが産生するH2O2がNETs形成を誘導するかについて

も併せて検討した. 

	 S. sanguinis SK36株 (WT株) を親株として, spxB欠失株 (∆spxB株) と復帰変

異株 (Wr 株) を作製し, 各菌株の H2O2産生能を検討した. ペルオキシダーゼ反

応と発色基質を用いて培養上清中のH2O2産生量を定量した結果, WT株もしくは

Wr株の H2O2産生量は 2.9〜3.5  mMであった. 一方, ∆spxB株の H2O2産生量は

0.9 mMに減少した. したがって, SpxBは SK36株の H2O2産生を担う主要な因子

であることが示唆された. 次に, 健常ヒト末梢血もしくは好中球に各菌株を感

染させ, 経時的に菌体生存率を算出した. 感染後 0.5〜3時間における∆spxB株の

生存率は, WT株およびWr株のそれと比較して, 減少したため, H2O2は末梢血中

および好中球感染時の菌体生存に有利に働くことが示唆された. さらに, 各菌

株の好中球に対する細胞毒性を検討した結果, WT 株および Wr 株と比較して, 

∆spxB株の細胞毒性は減少したため, H2O2は好中球に対して細胞毒性を有するこ

とが示唆された.  
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	 続いて, 感染もしくは非感染好中球のDNAをDAPIもしくは SYTOX Greenで

蛍光染色したところ, WT 株もしくは Wr 株を感染させた好中球では, 細胞外に

おける糸状DNAが認められた. 一方, ∆spxB株を感染させた好中球の蛍光染色像

では, 非感染好中球の染色像と同様に分葉核の形態が保たれ, 細胞外に顕著な

DNA染色像を認めなかった. また, NETosisの指標の一つである好中球ヒストン

のシトルリン化をウェスタンブロット解析により検出した. WT 株もしくは Wr

株を感染させた好中球では, ∆spxB株感染時と比較して, ヒストン H3および H4

のシトルリン化が亢進した. これらの結果から, S. sanguinis が産生する H2O2は

NETosisを誘導することが示唆された. さらに, SYTOX Greenで染色した際, 蛍

光強度を指標に好中球由来の細胞外DNA量を評価した. WT株もしくはWr株を

感染させた好中球と比較して, ∆spxB 株を感染させた好中球の細胞外 DNA 量は

減少した. また, WT株もしくはWr株を感染させた好中球の細胞外 DNA量はカ

タラーゼの添加により減少したことから, S. sanguinis由来の H2O2は好中球の細

胞外DNA量を増加させることが示唆された. 最後にH2O2が好中球の貪食能に与

える影響について観察した. ∆spxB株を感染させた好中球の菌体貪食数は, WT株

もしくはWr株を感染させた好中球と比較して, 増加した. H2O2は好中球の貪食

能を抑制し, S. sanguinisの生存を有利にすることが示唆された.  

	 以上の結果から, S. sanguinisの SpxBにより産生される H2O2は, 血中での菌体

生存率を上昇させ, 好中球に対して細胞毒性を有することが明らかになった. 

また, 好中球ヒストンのシトルリン化を誘導し, NETs 形成を促進する可能性が

示唆された.  
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背景  

	 日常の口腔清掃, 歯科治療後の損傷上皮, もしくは未治療の歯科病変から口

腔細菌が血管内に侵入すると一過性の菌血症を惹き起こし, 糖尿病, 循環器疾

患, 脳血管障害, 肺疾患などの発症に影響を与える (1, 2). 口腔常在菌である 

Streptococcus sanguinisは, 16S rRNAの塩基配列を用いた系統解析から mitis群レ

ンサ球菌に分類される (3, 4). 歯面表層にペリクルを介して結合する初期定着

菌の一種であり, デンタルバイオフィルム形成に関与する (5, 6, 7). S. sanguinis

は, 感染性心内膜炎患者の血液から分離・同定されたことから名付けられた口腔

レンサ球菌であり, 心病巣局所から最も高頻度に分離される (8). したがって本

菌は, 血中における生存と宿主免疫機構からの回避に寄与する多様な病原因子

の産生により, 感染性心内膜炎を発症させることが推測される.  

	 好中球は血中で最も多い貪食細胞であり, 感染部位に遊走・集積し, 活性化す

る. 活性化好中球は細菌を貪食し, 殺菌・消化することから自然免疫において重

要な役割を担う (9, 10). 近年, 好中球は, 核内のクロマチンやディフェンシン, 

ミエロペルオキシダーゼ, エラスターゼなどの抗菌物質を細胞外に放出するこ

とが報告された (11, 12). この網目状構造を呈する細胞外構造物は neutrophil 

extracellular traps (NETs) と名付けられ, アポトーシスやネクローシスとは異な

る細胞死形態である NETosisに伴い, 形成される (11). In vitroにおいて, 細菌感

染だけでなく, インターロイキン 8 (IL-8), リポ多糖 (LPS), phorbol 12-Myristate 

13-Acetate (PMA), 活性酸素種 (ROS, reactive oxygen species) などの刺激により

NETosis は誘導されることが報告されている (12). NETs に捕獲された細菌は

NETs の抗菌物質により殺菌されることから, NETs 形成は感染拡大防御に寄与
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する (11, 12). 一方で, NADPH オキシダーゼを欠損する慢性肉芽腫症患者の好

中球は PMAの刺激により NETsを形成しないことから, NETs誘導に ROSが必

要であることが示唆されてきた (13). また, NETs はヒト感染性心内膜炎病変の

疣贅中に認められることが報告されており, 感染性心内膜炎の病態形成への関

与が示唆されている (14).  

	 口腔レンサ球菌は, 糖代謝によるピルビン酸の生成過程で ATP を産生する 

(15). 口腔レンサ球菌に幅広く保存される SpxB はピルビン酸オキシダーゼであ

り, 好気条件下で, 酸化還元反応によりピルビン酸と無機リン酸からアセチル

リン酸, 二酸化炭素, および過酸化水素 (H2O2) を生成する (16, 17, 18). Mitis群

レンサ球菌は, 複数の菌種から構成されるバイオフィルムにおいて, 0.7〜1.6 

mM の H2O2を産生し, H2O2産生の大部分は SpxB の酵素活性に起因する (19). 

H2O2は, 遊離鉄などの遷移金属が存在する場合, Fenton反応により酸化力が強い

ヒドロキシラジカルに変化し, DNAやタンパクを傷害する (17). Mitis群レンサ

球菌に属する肺炎球菌では, SpxBによる H2O2産生が菌体生存や病原性に重要な

役割を果たす (20, 21). 肺炎球菌は, 鼻咽頭感染時に産生するH2O2の作用により, 

インフルエンザ菌の生育を阻害し, 鼻咽頭における生存に有利に働く (20). ま

た, 肺炎球菌由来の H2O2 は宿主由来の窒素酸化物と反応し, 細胞傷害性の強い

亜硝酸過酸化物が産生される. そのため, マウス髄膜炎モデルにおいて, spxB欠

失により肺炎球菌の病原性は低下する (21). したがって, S. sanguinisを含む他の

レンサ球菌においても, 菌体由来の H2O2は宿主に対する病原性に関与する可能

性がある. 実際, S. sanguinisや Streptococcus oralisを含むmitis群口腔レンサ球菌

は, H2O2 活性により単球由来細胞株や上皮細胞株の細胞死を誘導することが報
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告されてきた (22, 23, 24). しかし, S. sanguinisが産生する H2O2の正常免疫担当

細胞に対する細胞毒性や細胞死誘導機構は不明である. 

	 S. sanguinisは, 血中で生存するためにNETsを含む好中球の殺菌機構を回避す

ると考えられる (25). しかし, S. sanguinisが免疫系を回避する機構の詳細は不明

である. 本研究では, S. sanguinis由来のH2O2が血中における菌体生存, 好中球に

よる殺菌からの回避, および NETs誘導に関与するかについて検討した.  
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材料・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 (以下, WTと表記す

る) はデンマーク Aarhus大学のMogens Kilian博士より分与された (26). WT株

およびその変異株は Todd-Hewitt培地 (TH, Becton Dickinson, NJ, USA) を用いて, 

37˚Cで培養した. 一晩培養液を TH培地で 100倍希釈した試料を, 波長 600 nm

における吸光度 (A600) が 0.9 (対数増殖期後期) に達する時点まで大気中で培養

した. 末梢血感染実験では, 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) で 2回洗浄を行った後, PBSで菌

体を懸濁し, A600が 0.2になるように濃度を調整した. 好中球感染実験では, 菌体

の濁度を同様に調整し , RPMI 培地  (和光純薬 , 東京) で菌体を懸濁した . 

Escherichia coli TOP10株 (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) を温度感受性シャ

トルベクターである pSET6 の宿主として用いた (27). pSET6 は動物衛生研究所 

高松 大輔博士, 東京大学 関崎 勉博士より分与された. E. coli は Luria-Bertani 

(LB) 培地 (Sigma Aldrich, MO, USA) を用いて, 37˚Cで振盪培養した. 

表 1. 本研究で使用した菌株 

 菌株	 	     特徴                             	 	 	    参考文献または入手先 

 S. sanguinis 

	 	 SK36 

	 	 ∆spxB 

	 	 Wr 

 E. coli 

	 	 TOP10 

ヒトのデンタルプラーク由来株 

SK36株から spxBを in-frameで欠失させた株 

∆spxB作製時に生じた復帰変異株 

 

コンピテント大腸菌 

21 

本研究 

本研究 

 

Thermo Fisher Scientific 
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2. spxB欠失株および復帰変異株の作製 

	 SK36株の spxB欠失株 (∆spxB) および復帰変異株 (Wr) は pSET6を用いて作

製した (図 1). 同ベクターは＜30˚Cで複製するが, 37˚Cにおいて複製しない. ま

ず, spxB遺伝子の上流・下流領域を 2対のプライマーセット (表 2, F1/R1, F2/R2) 

で PCR により増幅し, NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit (Macherey-Nagel, 

Duren, Germany) を用いて精製した. 得られた 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 (F1/R2) を

使用し, オーバーラッピング PCRを行った. PCR産物と pSET6を制限酵素BamH

ⅠとEcoRⅠで消化し, DNA ligase (タカラバイオ, 滋賀) と 16˚Cで一晩反応させ

た. TOP 10 株に形質転換した後, 10 µg/ml のクロラムフェニコールを含有する

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

セット SetF/SetR 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. 

得られた TOP10 株をクロラムフェニコール含有 LB 培地にて一晩培養後, 

NucleoSpin Plasmid Easy Pure (タカラバイオ) を用いてプラスミドを精製した. 

	 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 (図 1B). 

SK36株の一晩培養液を 10%の非働化ウマ血清 (SAFC Biosciences, MO, USA) を

含む TH培地で 100倍希釈し, A600が 0.1に達するまで 37˚Cで培養した. コンピ

テンス刺激ペプチド (DLRGVPNPWGWIFGR, 純度 98.8%, Sigma Aldrich) を 1 

µg/ml の濃度で添加し, 10 分間の培養を行った. そして, 構築プラスミドを 1 

µg/mlの濃度で添加し, 25˚Cで 8時間の培養を行った. 菌液を 5 µg/ml のクロラ

ムフェニコール (Sigma Aldrich) を含有する TH寒天培地に播種し, 25˚Cで培養

した. 生育したコロニーをクロラムフェニコール含有 TH 寒天培地において
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37˚Cで 2度継代することにより, 細胞質内のプラスミドを排除した. 続けて, TH

寒天培地における 25˚C での継代により染色体内での相同組換えを誘導した. そ

の結果, 図 1B に示す 2 通りの組換えが起こり, 欠失株もしくは復帰変異株が生

じた. spxB 遺伝子の欠失もしくは復帰変異は, プライマーセット checkF/checkR

を用いたコロニー PCR により確認した. 野生遺伝子型へ復帰したクローンを

Wr株とし, ∆spxB株と共に以後の解析に供試した.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1. spxB遺伝子欠失株および復帰変異株の作製 

A. 2 対のプライマーセット (F1/R1, F2/R2) を用いて spxB 遺伝子の上流領域と下流領域を PCR

で増幅した. 両断片を鋳型とし, オーバーラッピング PCR により両断片を連結させ増幅した. 

PCR産物を温度感受性シャトルベクター pSET6に挿入し, 欠失株作製用プラスミドを構築した. 

S. sanguinis spxBの遺伝子番号は ssa0391であり, ssa0389〜ssa0393を図に示す. MCS, マルチクロ

ーニングサイト. 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. repATs, 温度

感受性 replication initiation protein A遺伝子.  

B. 欠失株作製用プラスミドを SK36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. コロニーPCRと電気泳動により, spxB遺伝子の欠

失と野生遺伝子型への復帰を確認した. 

 

 

A B 
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GCGAATTCATGGCAGTACAATTACTAGAAGA 

GATTTTCGGCGAGAGGAATTACATAATAACTCTCCTTCAATA 

TATTGAAGGAGAGTTATTATGTAATTCCTCTCGCCGAAAATC 

GCGGATCCCTCATTATTCCTATCTTCTATCT 

GCAAGGCGATTAAGTTGGGTAA 

GGAATTGTGAGCGGATAACAAT 

GATAGCGGACTACCTAGCGCCAG 
GAGTGGCTAGCACTCCTCTCCAT 

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’)  

	 F1 

	 R1 

	 F2 

	 R2 

	 SetF 

	 SetR 

	 checkF 

	 checkR 

 

3. プルシアンブルー反応を用いた H2O2産生能の検討 

	 1.0 mg/mlのヘキサシアノ鉄 (Ⅲ) 酸カリウムおよび 1.0 mg/mlの塩化第 2鉄を

添加した brain heart infusion 寒天培地 (BHI, Becton Dickinson) (プルシアンブル

ー寒天培地) を用いて, H2O2産生能の検討を行った (28). H2O2存在下で以下に示

す反応により, 青色のヘキサシアノ鉄 (Ⅱ) 酸鉄 (Ⅲ) が産生される. 

	 	 2[FeⅢ(CN)6]3- + H2O2 → 2[FeⅡ(CN)6]4- + 2H+ + O2 

	 	 4Fe3+ + 3[FeⅡ(CN)6]4- → FeⅢ4[FeⅡ(CN)6]3  

	 各菌株の一晩培養液を TH培地で 100倍希釈した試料を, A600が 0.5 (対数増殖

期中期) に達するまで大気中もしくは嫌気条件で培養した. 菌体をPBSで2回洗

浄した後, 8 µlの菌液をプルシアンブルー寒天培地に滴下した. コントロールと

して同量の TH 液体培地を滴下し, 大気中もしくは嫌気条件で 24 時間の培養を

37˚Cで行った. アネロパック・ケンキ (三菱ガス化学, 東京) 存在下の嫌気ジャ

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). 各コロニ
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ー周囲の青色ハローの面積を Image J ソフトウェア (http://imagej.net/Welcome) 

を用いた画像解析により算出した. 各コロニーの面積を減算したハロー面積か

ら, 各菌株の H2O2産生能を比較した. 

 

4. 培養上清中の H2O2産生量の定量 

	 大気中もしくは 5% CO2 を含む大気中で各菌株を一晩培養し, Amplex Red 

Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) を用いて培養上

清中のH2O2量を定量した. 96ウェルポリスチレンプレート (イワキ, 東京) に分

注した供試検体にキット付属の amplex red reagentを添加し, MULTISCKAN FC 

(Thermo Fisher Scientific) で吸光度 (A550) を測定した. 培養上清中にH2O2が存在

する場合, ホースラディッシュペルオキシダーゼ活性によりアンプレックス 

(10-acetyl-3, 7-dihydroxyphenoxazine) が赤色酸化物であるレゾルフィン 

(7-Hydroxy-3H-phenoxazin-3-one) に変化する. 既知濃度 (1.6〜12.8 mM) の H2O2

溶液を用いて作図した標準曲線から, 供試検体に含まれる H2O2の濃度を算出し

た.  

 

5. 末梢血殺菌試験 

	 末梢血での菌体生存率の検討は, Lancefield らの実験法を改変して行った 

(29). ヒト末梢血は, 健常成人から採取した. 10 unit/ml のヘパリン (持田製薬, 

東京) を混和した末梢血 540 µlと 1×105 コロニー形成単位(colony forming unit, 

CFU) を含む各菌液 60 µlを混和した. 37˚Cで 0.5, 1.5, および 3時間の回転培養

を行った後, 混和液を TH寒天培地に播種した. 37˚Cで一晩培養した後, 生育コ
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ロニー数から経時的な菌体生存率を算出した. 

 

6. 好中球の単離 

	 ヘパリンを添加した健常成人末梢血と 3%のデキストラン T-500 (GE 

Healthcare, Little Chalfont, UK) を含有する PBSを混和した. 室温で 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, 

400 × gで 25分間の比重遠心分離を 20˚Cで行った (低加速回転, ノーブレーキ). 

回収したペレットを ACK溶解緩衝液 (0.15 M NH4Cl, 10 mM KHCO3, 0.1 mM 

EDTA) で懸濁し, 赤血球を溶血させた. PBS で 2 回洗浄し, ペレットを RPMI 

1640 培地 (RPMI 培地) で懸濁した. 懸濁液の一部を等量の 0.4% トリパンブル

ー含有 PBS と混和し, ヘモサイトメーターを用いて好中球の生細胞数を算出し

た. 細胞数を調整後, 10%ウシ胎仔血清 (FCS, SAFC Biosciences, KS, USA) を含

む RPMI培地で懸濁した. 

 

7. 好中球への感染 

	 単離した好中球に, 好中球の細胞数と菌のCFUの比率 (multiplicity of infection, 

MOI) が 10となるように調整し, 各菌株を感染させた. 37˚C, 5% CO2存在下で培

養を行った. 

 

8. 好中球殺菌試験 

	 好中球感染時の菌体生存率の検討は, Eggleton らの実験法を改変して行った 

(30, 31). 感染させた好中球を 0.5, 1.5, および 3時間培養し, 培養液をTH寒天培
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地に播種した. 一晩培養した後, 生育コロニー数から菌体生存率を算出した. 

	 カタラーゼ添加時の好中球殺菌試験は, 96 ウェルポリスチレンプレートの各

ウェルに5×105細胞ずつ好中球を播種し, 30分間の前培養により, ウェル基底面

へ好中球を接着させた. カタラーゼ (最終濃度 5 unit/ml, Sigma-Aldrich) を添加

した RPMI培地と交換し, 各菌株を感染させた. 感染後 1もしくは 3時間で, 培

養液を懸濁し, TH 寒天培地に播種した. 一晩培養後, 生育コロニー数から菌体

生存率を算出した.  

 

9. 好中球に対する細胞毒性の検討 

	 24ウェルポリスチレンプレート (Corning, NY, USA) の各ウェルに 1.5×106細

胞のヒト好中球を播種した. 30 分の培養後, RPMI 培地を交換し, 各菌株を感染

させた. 陽性コントロールとして, 200 nMのPMA (和光純薬) を添加した. 1もし

くは 3 時間培養した後 , 培養上清を回収し , CytoTox 96 Non-Radioactive 

Cytotoxicity Assay Kit (Promega, WI, USA) を用いた比色定量法により細胞毒性

を検討した. 培養上清中に乳酸デヒドロゲナーゼ (LDH) が存在する場合, LDH

の酵素活性により, テトラゾリウム塩は赤色産物であるホルマザンに変化する. 

96ウェルポリスチレンプレートに分注した供試検体にキット付属の assay buffer

を添加し, MULTISCKAN FC で吸光度 (A490) を測定した (31). 0.25% Triton 

X-100含有 PBSで溶解させた検体における細胞毒性を 100%とした. 非感染好中

球における細胞毒性の値を減算し, 各菌株の細胞毒性を算出した.  
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10. 感染好中球の細胞死形態の観察 

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

(Nagle Nunc, NY, USA) の各ウェルに 5×105細胞のヒト好中球を播種した. 30分

の培養後, 培地交換し,各菌株を感染させた. コントロールとして, 200 nM の

PMAもしくは 1 mMの H2O2溶液を添加した.  

	 3時間の培養を行った後, 4% パラホルムアルデヒドを含有する PBSを添加し, 

室温で 20 分間の固定を行った. PBS で 2 回洗浄後, 1% ウシ血清アルブミン 

(Sigma Aldrich) を含有する PBS を用いて 4˚C で一晩のブロッキングを行った. 

好中球エラスターゼを蛍光標識するため, 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 (1:2,000, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) と室温で 1時

間反応させ, PBSで 3回洗浄した. そして, 二次抗体の Alexa Fluor 594標識抗ヤ

ギ IgG抗体 (1:1,000, Thermo Fisher Scientific) と室温で 1時間反応させた後, PBS

で 5 回洗浄した . ProLong Gold Antifade Reagent with DAPI (Thermo Fisher 

Scientific) を用いてDNAの蛍光染色と封入を行い, 蛍光顕微鏡 (Axioplan 2, Carl 

Zeiss, Oberkochen, Germany) により観察した (11, 14).  

	 細胞外 DNAの蛍光ライブ染色は, SYTOX Greenを用いて行った. 感染好中球

を 3時間培養した後, PBSで 2回洗浄し, 50 nMの SYTOX Green (Thermo Fisher 

Scientific) を添加した. さらに, 37˚C, 5% CO2存在下で 10分間培養し, 蛍光顕微

鏡により観察した. SYTOX Greenは無損傷の膜を通過せず, 死細胞内もしくは細

胞外の DNAのみを染色する.  
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11. 好中球ヒストンのシトルリン化の検出 

	 24ウェルポリスチレンプレートの 1ウェルあたり, 1.5×106細胞のヒト好中球

を播種した. 30 分の培養後, 培地交換し, 各菌株を感染させた. コントロールと

して 200 nMの PMAを添加した. 1時間の培養後, 400 × gで 5分間の遠心分離を

行い, 培養液から細胞を回収した. プレート基底面に接着した細胞はドデシル

硫酸ナトリウムポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE) 1×サンプル緩

衝液 [6.25 mM トリス塩酸緩衝液 (pH6.8), 4%ドデシル硫酸ナトリウム溶液, 

10% グリセロール, 0.005%ブロモフェノールブルー] で懸濁し, 上清中の細胞

と混和した. 混和液に 50 mMジチオトレイトールを添加し, 100˚Cで 5分間加熱

後, 16% 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た. 

そして, セミドライ式ブロッター (BIO RAD, CA, USA) を用いてポリフッ化ビ

ニリデン膜 (PVDF膜, Millipore) へ 15V一定で 1時間の転写を行った. PVDF膜

をブロックエース (メグミルク, 東京) 溶液に浸漬し, 4˚C で一晩のブロッキン

グを行った. 次に, 0.05% Tween 20 (和光純薬) を含む TBS [20 mM Tris, 0.15 M 

NaCl (pH 7.6)] (TBST) で 2,000 倍希釈した抗ヒストン H3 シトルリン抗体 

(Abcam, Cambridge, UK) と室温で 1時間反応させた. TBSTで 3回洗浄後, 2,000

倍希釈したHRP標識抗ウサギ IgG抗体 (Cell Signaling Technology, MA, USA) と

室温で 1 時間反応させた. PVDF 膜を洗浄後, Prime Western Blotting Detection 

Reagent (GE Healthcare) と反応させ, 生じた化学発光をレントゲンフィルム (富

士フィルム, 東京) に投影し, 現像した.  

	 続いて, PVDF膜を TBSTで 2回洗浄し, ストリッピング溶液（和光純薬）と

10分間反応させた. さらに, TBSTで 3回洗浄後, ブロッキングを行った. TBST
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で 2,000倍希釈したマウス抗 β-アクチン抗体 (Cell Signaling Technology) と 1時

間反応させた. TBSTで 3回洗浄後, 2,000倍希釈したHRP標識抗マウス IgG抗体

と 1時間反応させた. PVDF膜を TBSTで 3回洗浄後, 先述と同様に, ローディン

グコントロールであるβ-アクチンを検出した.  

 

12. 感染好中球の細胞外 DNA量の測定 

	 96ウェルポリスチレンプレートの各ウェルに 5×105細胞のヒト好中球を播種

し, 30分間の培養を行った. カタラーゼ含有もしくは不含の培地と交換し, 各菌

株を感染させた. 感染 1もしくは 3時間後に, PBSで洗浄し, SYTOX Greenを添

加した. 励起波長/蛍光波長を 485/535 nm に設定し, 1 秒間の相対蛍光単位 

(relative fluorescent unit, RFU) を Wallac ARVO SXFL 1420 Multilabel Counter 

(Perkin Elmer Life Sciences, MA, US) で測定し, 細胞外 DNA量の比較を行った 

(32). 各検体の蛍光強度は, 非感染好中球での値を減算し, 算出した.  

	 感染好中球の細胞外 DNA 量にアポトーシスの影響がないかについて検討す

るため, 好中球を含む溶液に 20 μMの Z-Val-Ala-Asp(OMe)-CH2F (Z-VAD-FMK, 

ペプチド研究所, 大阪) を添加し, 96 ウェルポリスチレンプレートに播種した. 

Z-VAD-FMK は不可逆性の全カスパーゼ阻害剤でアポトーシスの誘導を阻害す

る. 30分間の培養後, Z-VAD-FMK含有 RPMIと交換し, 各菌株を 1もしくは 3

時間感染させた. PBSで洗浄後, SYTOX Greenを添加し, 蛍光強度を測定した. 

 

13. 好中球の貪食能の観察と貪食菌数の測定 

	 8ウェルチャンバースライドの各ウェルに 5×105細胞の好中球を播種し, 30分
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間の前培養を行った. 培地を交換した後, 各菌株を感染させた. 感染 0.5 もしく

は 1 時間後, メタノールにより固定し, ギムザ染色を行った. 水洗・乾燥後, 位

相差顕微鏡  (CX41, オリンパス , 東京) を用いて好中球内に貪食された S. 

sanguinisを観察した. 1,000倍の拡大像を, 各検体につき 10視野ずつデジタルカ

メラで撮影した. 画像において, 好中球内に完全に含まれた菌を連鎖の長さに

よらず 1 連鎖とした. 好中球数と好中球に貪食された連鎖数から, 1 好中球あた

りの貪食菌数 (連鎖) を算出した. 

 

14. 統計処理 

	 全ての実験は 3 回以上行い, その平均値および標準偏差をグラフに示した. 

Mann-Whitney U検定により各群間の有意差を検討した. p <0.05を有意差ありと

した. 

 

15. 実験承認 

	 本研究は, 大阪大学遺伝子組換え実験委員会, 病原体等取扱安全管理委員会, 

および大阪大学歯学部倫理審査委員会の承認を得て行った (遺伝子組換え実験

承認番号; 3365, 病原体所持承認番号; 23(歯学研究科)-8, 倫理研究承認番号; 

H26-E43). 
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結果  

1. 作製変異株の生育度とコロニー形態の観察 

	 S. sanguinis SK36株 (WT)を親株として, spxB欠失株 (∆spxB) および復帰変異

株 (Wr) を作製し, 各菌株の生育度とコロニー形態について検討した. spxB欠失

により, 生育度は亢進する傾向を認めたが, 有意差は認められなかった (図 2A). 

また, TH寒天培地上で生存した各菌株のコロニー形態を観察した. WT株および

Wr 株のコロニーの表層は滑沢であったのに対し, ΔspxB 株では粗造であった 

(図 2B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2. S. sanguinis SK36株, spxB欠失株, および復帰変異株の成長度とコロニー形態 

A. S. sanguinisの各菌株を TH液体培地にて 37˚Cで培養し, 波長 600 nmの吸光度を測定した. S. 

sanguinis SK36株 (WT), spxB欠失株 (ΔspxB), 復帰変異株 (Wr) のデータをそれぞれ青色, 黄色, 

赤色で示す. 

B. 各菌液を TH寒天培地に播種し, 37˚Cで培養した. 一晩培養後, デジタルカメラで撮影した単

一コロニーの写真を示す. Bar, 0.25 mm. 
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2. プルシアンブルー反応を用いた S. sanguinisの H2O2産生能の検討 

	 各菌株の H2O2産生能をプルシアンブルー反応により検討した. プルシアンブ

ルー寒天培地に各菌液を滴下し, 大気中で培養を行った. WT 株および Wr 株の

コロニー周囲には, 境界明瞭な濃紺色のハローが形成された (図 3A). 一方, 

ΔspxB株のコロニー周囲には, 境界不明瞭な淡青色のハローが認められた. コン

トロールとして滴下した TH培地では, ハローの形成を認めなかった. 青色ハロ

ーの面積を Image Jソフトウェアを用いて解析した結果, WTおよびWr株と比較

して, ΔspxB 株のハロー面積は有意に減少した (図 3B, p ＜0.01). また, 嫌気培

養下では供試菌株のコロニー周囲にハローは全く確認されなかった (図 3C).  

 

                           	 	 	      

 

 

 

 

 

 
図 3. プルシアンブルー反応を用いた H2O2産生能の検討 

A. 対数増殖期中期まで大気中で培養した S. sanguinis の各菌液をプルシアンブルー寒天培地に

滴下した. コントロールとして TH 培地のみを滴下し, 24 時間大気中で培養した. S. sanguinis 

SK36株, spxB欠失株, 復帰変異株をそれぞれWT, ΔspxB, Wrと示す. 

B. プルシアンブルー寒天プレート上の青色ハロー面積を Image J ソフトウェア にて算定した. 

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. *p <0.01. 

C. 嫌気培養した各菌液をプルシアンブルー寒天培地に滴下し, 24時間の嫌気培養を行った.  
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3. 菌体培養上清中の H2O2の定量 

	 アンプレックスレッドを用いて, S. sanguinisの培養上清中における H2O2の定

量を行った. WT株およびWr株の H2O2産生量は, 大気中での培養において, 2.9

〜3.5 mMであった. また, 5% CO2存在下での培養時と比較して, H2O2産生量に

差を認めなかった (図 4). 一方, 両条件における ΔspxB株の H2O2産生量は, WT

株およびWr株のそれと比較して有意に減少した (p ＜0.01). S. sanguinis 

ATCC10556株のH2O2産生量について, アンプレックスレッドを用いて検討した

が, SK36株と同程度であった (data not shown). プルシアンブルー反応を用いた

検討およびH2O2産生量の定量から, SpxBは S. sanguinis SK36株のH2O2産生に関

与する主要な因子であることが示唆された.  

 

 

 

 

 

 

 

 

4. 末梢血中および好中球感染時の菌体生存に対する H2O2の影響 

	 血中におけるS. sanguinisの生存にH2O2が影響を及ぼすかについて検討するた

め, 健常ヒト末梢血に S. sanguinisの各菌株を 0.5, 1.5, および 3時間感染させた. 

その結果, WT株およびWr株と比較して, ΔspxB株の菌体生存率は全ての時点に
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図 4. 培養上清中の H2O2産生量  

大気中および 5% CO2 存在下で一晩培養

した S. sanguinis SK36株 (WT), spxB欠失

株 (ΔspxB), および復帰変異株 (Wr) の

培養上清中の H2O2産生量を Amplex Red 

Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay Kitを

用いて定量した. 図中の縦棒は 4 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. *p <0.01. 
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おいて有意に低下した (図5A).  次に, 1細胞の好中球あたり10 CFUの各菌株を

感染させ (MOI = 10), 経時的に菌体生存率を算出した. 末梢血感染時と同様に, 

全時点において ΔspxB株の菌体生存率は, WT株もしくはWr株のそれと比較し

て, 有意に低下した (図 5B). これらの結果から, 末梢血中および好中球存在下

で, 菌体由来の H2O2は S. sanguinisの生存に有利に働くことが示唆された.  

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5. 末梢血および好中球感染時の菌体生存率 

A. 対数増殖期後期まで培養した S. sanguinis SK36株 (WT), spxB欠失株 (ΔspxB), もしくは復帰

変異株 (Wr) を末梢血に感染させた. 感染後, 0.5, 1.5, および 3時間の培養を行った後, TH寒天

培地に播種し, 一晩培養した. 生育コロニー数から菌体生存率を算出した. 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. *p <0.01, **p <0.05. 

B. ヒト末梢血から単離した好中球に, MOIが 10になるように S. sanguinisを感染させた. 末梢血

感染時と同様に, 経時的に菌体生存率を算出した. 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. *p <0.01, **p <0.05. 

 

5. 好中球に対する細胞毒性への H2O2の影響 

	 S. sanguinisが産生する H2O2の好中球に対する傷害性を LDHの遊離量を指標

に検討した. LDH は正常細胞の細胞質内に存在し, 細胞膜の傷害により培養上
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図 6. 好中球に対する細胞毒性 

S. sanguinis SK36 株 (WT), spxB 欠失株 

(ΔspxB), もしくは復帰変異株 (Wr) を好

中球にMOIを 10で感染させた. 陽性コン

トロールとして, 200 nMの PMAを添加し

た. 1 もしくは 3 時間培養後, 培養上清を

回収し, LDH 遊離試験に供試した. 細胞

毒性は以下の式から算出した. 細胞毒性 

(%) = (各検体の吸光度 - 非感染好中球の

吸光度) / 0.25% Triton X-100含有 PBSを

添加した好中球の吸光度. 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. *p <0.01. 

 

清に遊離する酵素である. 各菌株を感染させた好中球の培養上清中に遊離する

LDH量を感染 1および 3時間後に検討した結果, WT株およびWr株と比較して, 

ΔspxB株の細胞毒性は低下した (図 6). また, PMAの添加により LDHの遊離が

認められた. この結果より, S. sanguinis が産生する H2O2は好中球に対して細胞

毒性を有することが示唆された. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

6. 感染好中球の観察 

	 S. sanguinis の各菌株を好中球に 3 時間感染させ, 固定後もしくは非固定で蛍

光染色した DNAを観察した.  

	 固定した好中球の DNA およびエラスターゼの蛍光染色を行った結果, WT 株

もしくはWr株を感染させた好中球では, 膨潤した核形態や糸状・網目状を呈す

る細胞外DNAの染色像が認められた (図 7). PMAもしくは 1 mM H2O2を添加し 

た場合においても, 同様のDNA染色像が観察された. 一方, ΔspxB株感染好中球

および非感染好中球のDNA染色像において, 細胞外の糸状, 網目状のDNAは認  
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図 7. 感染好中球の DNAおよびエラスターゼの蛍光染色像 

好中球に S. sanguinis SK36株 (WT), spxB欠失株 (ΔspxB), もしくは復帰変異株 (Wr) を感染させ, 

3時間培養した. 陽性コントロールとして, 200 nMの PMAもしくは 1 mMの H2O2を好中球に添

加した. 好中球エラスターゼはヤギ抗ヒトエラスターゼポリクローナル抗体と Alexa Fluor 594

標識抗ヤギ IgG抗体で標識した. DNAの蛍光染色は DAPIを用いて行った. Bar, 20 µm. 

WT 

∆spxB 

PMA 

1 mM H2O2 

非感染	Wr 
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められず, 分葉核の形態は保存されていた. 

	 次に, 固定を行わず, DNAの蛍光ライブ染色を行った. 蛍光 DNA染色剤とし

て, 無損傷の膜を通過せず細胞外 DNA のみと反応する SYTOX Green を用いた 

(図 8). WT株もしくは Wr株を感染させた好中球の DNA染色像において, 細胞

形態が不均一な好中球や細胞外 DNA 染色像が観察された. PMA もしくは H2O2

の添加時においても, 同様のDNA染色像が認められた. 一方, ΔspxB株感染好中

球もしくは非感染好中球の染色像では, 細胞外 DNA は認められず, 部分的な細

胞内 DNAの染色が認められた. これらの結果から, S. sanguinis由来の H2O2によ

り傷害を受けた好中球は, NETsに特徴的な膨潤する核形態を呈し, 一部の DNA

を細胞外に放出することが示唆された.  

 

7. S. sanguinis感染による NETosisの誘導 

	 細胞外の DNA 染色像が NETs 形成を反映するかについて確認するため, 

NETosisの誘導過程で起こるヒストン H3および H4のシトルリン化が感染好中

球で認められるかについて, ウェスタンブロット解析により検討した. WT 株も

しくは Wr 株を感染させた好中球および PMA 処理を行った好中球では, シトル

リン化ヒストンH3およびH4が, ΔspxB株感染好中球もしくは非感染好中球と比

較し, 明瞭に検出された (図 9). β-アクチンの検出量はサンプル間で同等であっ

たことから, S. sanguinisの H2O2は好中球ヒストン H3および H4のシトルリン化

を促進し, NETsを誘導することが示唆された.  
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図 8. 感染好中球における細胞外 DNA  

好中球に S. sanguinis SK36株 (WT), spxB欠失株 (ΔspxB), もしくは復帰変異株 (Wr) を感染させ, 

3時間培養した. 陽性コントロールとして, 200 nMの PMAもしくは 1 mMの H2O2を好中球に添

加した. 50 nMの SYTOX Greenを添加し, 細胞外 DNAの蛍光ライブ染色を行った. 微分干渉像

および緑色で示す細胞外 DNA染色像の重ね合わせ像を示す. Bar, 20 µm.  
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∆spxB 1 mM H2O2 
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(kDa) 

45  

図 9. 好中球のシトルリン化ヒストンの検出 

好中球に S. sanguinis SK36株 (WT), spxB欠失株 

(ΔspxB), もしくは復帰変異株 (Wr) を 1 時間感

染させた. 陽性コントロールとして, 好中球を

PMAで処理し, 1時間培養した. ウェスタンブロ

ット解析により, 好中球ヒストン H3 (17 kDa) 

および H4 (11 kDa) を検出した (上パネル). ロ

ーディングコントロールとして β-アクチン (45 

kDa) を検出した (下パネル). 

 

 

 

 

 

 

 

 

8. 感染好中球の細胞外 DNA量の測定 

	 感染好中球の細胞外 DNA 量は菌体由来の H2O2により影響を受けるかについ

て検討した. 好中球に 1もしくは 3時間の感染を行った後, SYTOX Greenを添加

し, 蛍光強度の測定により細胞外 DNA 量を比較した. また, カタラーゼを感染

時に添加する群においても, 同様の解析を行った. カタラーゼの非存在下では, 

ΔspxB株を感染させた好中球での蛍光強度は, WT株もしくは Wr株の感染時と

比較し, 両時点で有意に減少した (p ＜0.01, 図 10). また, WT株もしくはWr株

を感染させた好中球では, 各時点においてカタラーゼの添加により蛍光強度は

減少し, ΔspxB株感染時での蛍光強度と同等になった. 陽性コントロールとして, 

PMA を好中球に添加した場合の蛍光強度は, カタラーゼの有無による変化を認

めなかった. これらの結果から, S. sanguinisが産生する H2O2は好中球に作用し, 

NETs誘導と共に細胞外 DNA量を増加させることが示唆された. 
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図 10. 感染好中球の細胞外 DNA量に対する H2O2の影響 

30分間の前培養を行った好中球に, カタラーゼを添加し, S. sanguinis SK36株 (WT), spxB欠失株 

(ΔspxB), もしくは復帰変異株 (Wr) を感染させた. 感染 1もしくは 3時間後に SYTOX Greenを

添加し, 蛍光強度を測定した. 非感染好中球での値を減算し, 各検体の蛍光強度を算出した. 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. RFU, 相対蛍光

単位. *p <0.01. 

 

次に, 細胞外 DNA 量にアポトーシスが影響しないことを検討するため, カスパ

ーゼインヒビターである Z-VAD-FMK を好中球に前処理し, 前述と同様に感染

後の細胞外 DNA 量を測定した. その結果, 感染後 1 および 3 時間において, 

Z-VAD-FMK 処理による蛍光強度の変化は認められなかった (図 11). この結果

から, S. sanguinis由来の H2O2による細胞外 DNA量の増加には, アポトーシスは

関与しないことが示唆された.  
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9. カタラーゼ添加時の菌体生存率の測定 

	 S. sanguinisが産生する H2O2による NETs誘導は, 菌体生存率に影響するかに

ついて検討した. 96 ウェルポリスチレンプレート底面に接着した好中球に S. 

sanguinisを感染させ, 1もしくは 3時間培養後の菌体生存率を検討した. 両時点

において, カタラーゼ添加の有無に関わらず, ΔspxB株の菌体生存率は, WTおよ

び Wr 株のそれと比較して, 有意に低下した (図 12). カタラーゼの添加により, 

感染後 3時間におけるWT, ΔspxB, Wr株の菌体生存率は, カタラーゼ非添加時と

比較し増加した. 以上の結果から, カタラーゼ添加によるNETs形成量の減少は, 
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図 11. 感染好中球の細胞外 DNA量へのアポトーシスの影響 

好中球に20 μMのZ-VAD-FMKを添加し, 30分間の前培養を行った. 続いて, S. sanguinis SK36

株 (WT), spxB欠失株 (ΔspxB), もしくは復帰変異株 (Wr) を感染させた. 感染後 1もしくは 3

時間に SYTOX Greenを添加し, 蛍光強度を測定した. 非感染好中球での値を減算し, 各検体

の蛍光強度を算出した. 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. RFU, 相対蛍光単位. *p <0.01, **p <0.05. 
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菌体生存に有利に働くことが示唆された.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 12. カタラーゼ添加時の菌体生存率の測定 

好中球を前培養した後, カタラーゼ含有 RPMI培地に交換し, S. sanguinis SK36株 (WT), spxB欠

失株 (ΔspxB), もしくは復帰変異株 (Wr) を感染させた. 1もしくは 3時間培養した後, TH寒天培

地に播種し一晩培養した. TH 寒天培地上の生育コロニー数から菌体生存率を算出した. 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. *p <0.01, **p <0.05. 

 

10. 好中球貪食能の検討 

	 好中球の S. sanguinis貪食能を検討するため, 8ウェルチャンバースライドに播

種した好中球に各菌株を感染させ, 0.5 もしくは 1 時間培養後にギムザ染色を行

い, 位相差顕微鏡で観察した (図 13A). 感染 0.5時間後の好中球が貪食した菌数

は, spxBの欠失により, 有意に増加した (図 13B). 感染 1時間後の好中球が spxB

欠失株を貪食した菌数は, Wr株のそれと比較して, 有意に増加した. この結果か

ら, S. sanguinisは H2O2により好中球による貪食能に抵抗する可能性が示唆され

た. 
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図 13. 好中球貪食能の検討 

A. 30分間の前培養を行った好中球に, S. sanguinis SK36株 (WT), spxB欠失株 (ΔspxB) および復

帰変異株 (Wr) を感染させた. 0.5 (上段) もしくは 1 時間 (下段) 後にメタノールによる固定と

ギムザ染色を行った. 位相差顕微鏡を用いて, 1,000倍の拡大像を観察した.  

B. 好中球に貪食された S. sanguinisの連鎖数から, 1細胞の好中球あたりの貪食連鎖数を算出し

た. 各条件につき 10視野を検討した. 図中の縦棒は 6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. *p <0.01, **p <0.05. 
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考察  

	 口腔常在菌は, 未治療の歯科病変からだけでなく, 日常のブラッシング時や

歯科治療時に, 血管内へ侵入し, 一過性の菌血症を誘発する (1, 2, 33). ブラッ

シングを行った 5 分後の菌血症発症率は 10%程度であり, 抜歯 5 分後では 50%

に達する (34). 血管内へ侵入した病原細菌は宿主免疫機構を様々な病原因子の

働きにより回避する. S. sanguinisや S. oralisを含む mitis群レンサ球菌やグラム

陰性桿菌である Haemophilus influenzaeは, IgAプロテアーゼを産生することによ

り粘膜免疫を回避する (35, 36). 免疫系を回避した細菌は全身に伝播し, 時に感

染性心内膜炎等の致死的な感染症を誘発する (3, 37). 感染性心内膜炎は毎年

100 万人あたり 17〜62 人が発症する稀な疾患であると報告されているが, その

致死率は 10〜26%に及ぶ (38). そのため, 感染性心内膜炎のハイリスク患者に

おいて, 歯科治療時の抗菌薬の予防投与が推奨されている (39, 40). 感染性心内

膜炎関連細菌の血管内への侵入性, 宿主免疫への抵抗性, 心組織への定着機構, 

および心組織における疣贅拡大機序について解明することは, 感染性心内膜炎

の予防・治療法の開発につながる (37, 41, 42). 口腔領域に由来する菌血症の多

くはレンサ球菌により発症する. 感染性心内膜炎の病巣局所から最も高頻度に

分離される細菌は, 本研究で対象とした S. sanguinisを含むmitis群レンサ球菌で

ある (3, 39). Mitis 群レンサ球菌が感染性心内膜炎を発症させるためには, 宿主

免疫からの回避や心組織への定着に機能する様々な病原因子の関与が推測され

る. 本研究では, S. sanguinisの H2O2産生能と SpxBに着目した.  

	 SpxB はピルビン酸オキシダーゼであり, 酸素存在下でピルビン酸からアセチ

ルリン酸を生成する酸化還元反応を触媒する酵素である. 反応時に副産物とし
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て, H2O2 が産生される (16). この経路はアセチルリン酸から酢酸が合成される

際に ATP が産生されるため, 菌体のエネルギー産生において重要である. H2O2

は他の ROSと比較して安定であり, それ自体が細胞に障害を与えることはない. 

しかし, H2O2は細胞質内で遊離鉄などの遷移金属と反応することで, 極めて酸化

力が強いヒドロキシラジカルが産生され, DNA やタンパクを傷害する (17). 

SpxBは, Streptococcus mitis, Streptococcus gordonii, Streptococcus pneumoniae, S. 

sanguinis, S. oralis, Streptococcus infantis, Streptococcus parasanguinis, Streptococcus 

oligofermentasを含むmitis群レンサ球菌に広く保存されており, アミノ酸配列の

同一性は 98%以上である (17). SpxB の転写は, アデノシル基との結合によりチ

オエステラーゼとしての酵素活性を持つ SpxR (SSA_1492) や, 酢酸キナーゼで

ある AckA (SSA_0192) により正に調節される (43, 44). 一方, NADH代謝系にお

ける主要なレギュレーターである CcpA (SSA_1576) やチアミンピロリン酸キナ

ーゼである Tpk (SSA_2118) により負に調節される (43, 44, 45). SpxBは糖代謝

関連因子により調節されると推測されている (43, 44, 45). バイオフィルム中に

おけるクオラムセンシングや宿主免疫系からの回避における SpxB の役割につ

いては未だ多くが不明である. In vitro 混合感染バイオフィルムモデルにおいて, 

S. sanguinis は SpxBにより産生されたH2O2により Streptococcus mutansの成長を

阻害したため, バイオフィルム中において SpxBによる H2O2産生能は S. mutans

の生存に不利に働くことが示唆されている (46). また, S. sanguinisや S. oralisが

産生する H2O2は, 単球由来細胞株や上皮細胞株の細胞死を誘導することが報告

されている (22, 23, 24). 本研究では, ゲノム配列が解読され, 遺伝子情報が明

らかとなっている S. sanguinis SK36株を供試した. そして, S. sanguinisは酸素存
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在下でのみ SpxBの酵素活性により H2O2を産生した (図 3). SpxBによる H2O2は

血液中の主要な免疫細胞である好中球に対して細胞毒性を示し, 好中球殺菌能

への抵抗に寄与することを明らかとした (図 5, 6).  

	 感染性心内膜炎の増悪には複数の過程が関与する (38, 41, 42). まず, 損傷を

受けた宿主心臓組織の表層に細菌が付着しコロニーを形成する. この過程には, 

細菌付着因子群の関与が示唆されている (42, 47). そして, 好中球や単球を含む

免疫系細胞がコロニー周囲に集積し, NETs と血小板の相互作用により疣贅が拡

大する (14, 48). ラット感染性心内膜炎モデルにおいて, NETsや血小板は感染の

足場となり, 心臓での疣贅拡大に寄与する (48). S. sanguinisは, 細胞壁架橋型タ

ンパクである SrpA (serin-rich protein, SSA_0829) や血小板凝集関連因子 (PAAP, 

platelet aggregation-associated protein, SSA_1663) により, 高い血小板凝集能を有

する (49, 50, 51). 本研究では, S. sanguinis由来のH2O2がNETsを誘導することを

明らかとした (図 7, 8, 9, 10). NETsの構成要素の一つであるヒストンは周囲の血

小板や赤血球の活性化と血液凝固因子の放出を促進し, 血小板とフィブリンの

凝集を誘導するという報告がある (52, 53). S. sanguinisは, 上記の血小板凝集能

および H2O2による NETs 誘導能により, 血栓症や感染性心内膜炎を発症・増悪

させることが推測される. 

	 好中球は, in vitroにおいて, IL-8, LPS, ROSなどの刺激によりMAPKカスケー

ドのシグナル伝達を起こし, シトルリン化酵素である PAD4 を活性化する (54. 

55). 好中球ヒストンのアルギニンがシトルリンに変化すると, ヒストンと DNA

の結合力が減弱し, NETsが形成される. NETsの機能として, 殺菌 (11), 凝固系

の促進 (56), 感染性心内膜炎の増悪 (48), 全身性エリテマトーデスの発症 (57), 
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および癌転移の抑制が報告されている (58). S. sanguinisを含む mitis群レンサ球

菌以外の H2O2産生菌として, Mycoplasma pneumoniaeが挙げられる. 肺炎, 脳炎, 

心筋炎, 心内膜炎の発症に関与するM. pneumoniaeはグリセロリン酸オキシダー

ゼをコードする glpDの作用により H2O2を産生する (59, 60, 61). M. pneumoniae

が産生する H2O2も, 本研究で明らかとした S. sanguinis の H2O2と同様に NETs

を誘導する可能性がある. 今後, 微生物が産生するH2O2によるNETs産生が血栓

症や心内膜炎の増悪および他の全身疾患との関連について, in vivo感染モデルを

用いた解析が必要である.  

	 生体内における好中球の主要な殺菌は貪食とNETsにより行われる. 感染好中

球における菌体生存率 (図 12) は, 好中球殺菌試験でのそれ (図 5B) と比較し

て, 8倍以上増加した. 好中球殺菌試験では好中球添加と同時に S. sanguinisを感

染させているのに対し, 感染好中球における菌体生存率の実験では好中球を 30

分間の前培養後に S. sanguinisを感染させた点が異なるため, 30分間の前培養中

に好中球の初期貪食能が低下したことに由来することが示唆された. また, 活

性酸素存在下で NETs 中に残存したミエロペルオキシダーゼは次亜塩素酸を産

生し, 好中球の殺菌能に関与する (62, 63). 培養液中の H2O2は, カタラーゼによ

り分解された結果, 次亜塩素酸による殺菌作用が減少し, 感染 3時間後の全ての

菌株における菌体生存率が増加した可能性が示唆された (図 12). WT 株もしく

は Wr 株は好中球の貪食に抵抗していた (図 13). しかし, 感染好中球における

WT 株もしくは Wr 株の菌体生存率はカタラーゼ添加により抑制されなかった 

(図 12). H2O2依存的な抗貪食因子の報告はないが, ΔspxB株では粗造な表面性状

を呈したことから, 莢膜等の表層タンパクの発現量が変化し, 好中球による貪
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食への抵抗性が低下することが示唆された (図 2B). 一方, NETs 形成量は S. 

sanguinis 由来の H2O2 依存的に増加した (図 10). 我々の先行研究において, S. 

sanguinis の細胞壁架橋型ヌクレアーゼが NETs を構成する網状 DNA を分解し, 

NETsによる殺菌活性を抑制することで, S. sanguinisの生存率を増加させること

を報告した (25). また, S. sanguinisは自身が産生する H2O2により好中球による

貪食能に抵抗した (図 12). S. sanguinisが産生した H2O2は, 菌体生存に不利であ

る NETs形成を誘導するが, 細胞壁架橋型ヌクレアーゼにより NETsによる殺菌

を回避することで, SpxBによる H2O2産生は菌体生存に有益であることが示唆さ

れた (図 14).  

	 高濃度のH2O2は菌体にも為害作用を及ぼす. S. sanguinisにおけるH2O2分解機構

に関与する因子として , SpxA1により制御されるNADHオキシダーゼNOX 

(SSA_1127) のみが報告されている (64). S. mutansやStreptococcus thermophilusな

どのレンサ球菌において, H2O2の分解機構に関与する因子として, スーパーオキ

シドディスムターゼSodA (SSA_0721), NADP-チオレドキシン還元酵素TrxA2 

(SSA_0211), グルタチオン還元酵素Gor (SSA_1533) が報告されている (65, 66, 

67). S. sanguinisの染色体上にこれらの遺伝子は存在する. S. sanguinisはNADHオ

キシダーゼによるH2O2分解機構に加えて, これらの因子によりH2O2の強い酸化

ストレスに抵抗すると推測される. また, 生体内には宿主細胞由来のカタラー

ゼが存在し, 産生したH2O2は部分的に分解されることが推測される.  

	 口腔レンサ球菌による感染性心内膜炎の詳細な発症機序は不明である. 本研

究における解析から, S. sanguinisは H2O2により血中における好中球の殺菌を回
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避し, 自然免疫機構に抵抗することが明らかとなった. S. sanguinis 由来の H2O2

によるNETs産生量の増加は, 血栓症の増悪および感染性心内膜炎の心臓疣贅の

拡大に関与する可能性があるため, 今後, in vivo感染モデルを用いた解析が必要

となる. S. sanguinisによる全身疾患発症メカニズムの詳細な解明は, NETosis制

御分子を標的とする薬剤の開発につながり, 致死的な血栓症や感染性心内膜炎

の予防および新規治療法の開発に貢献できることが期待できる.  
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図 14. S. sanguinisが産生する H2O2の好中球に対する影響. 

	 S. sanguinisの SpxBの酵素活性により産生される H2O2は NETs形成を誘導する (図 7, 8, 9, 10). 

S. sanguinisは菌体表層の SWAN (streptococcal wall-anchored nuclease) のヌクレアーゼ活性により

NETsを分解し, NETsによる殺菌を回避する. S. sanguinisの表現型は spxB欠失により変化したた

め (図 2B), SpxB 由来の H2O2は細胞壁架橋型血小板凝集関連タンパクに影響を及ぼす可能性が

ある. 血小板凝集能は NETs との相互作用により感染性心内膜炎増悪への関与も示唆される. ま

た, S. sanguinisは H2O2非依存的な好中球に対する抗貪食能を有する (図 12). 末梢血殺菌試験お

よび好中球殺菌試験の結果 (図 5) から, SpxB による H2O2 産生は NETs による殺菌以上に S. 

sanguinisの生存に有利に働く. 赤文字, 黒矢印, 本研究で解明. 灰矢印, 未知.  
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