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研究成果の概要（和文）：軽表皮S. aureus感染マウスモデルを用いて、マウスにおけるS. aureusのagr遺伝子
領域の変異獲得モデルを確率した。この系を用いて、菌叢のメタトランスクリプトーム解析を行ったが、同手法
においては本マウスモデルが適切では無いと考えらる結果であった。また、in vitroにおいて、agr変異獲得の
メカニズム解析を行った。agr遺伝子変異は、agr遺伝子発現が頻繁にON-OFFとなる条件で高率に誘導されること
が研究から明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Using the cutaneous S. aureus-infected mouse model, we established a 
mutation acquisition model for the agr gene region of S. aureus in mice. Using this system, we 
performed metatranscriptome analysis of bacterial flora, but the results suggest that this mouse 
model is not suitable for this method.　In addition, we further analyzed the mechanism how S. aureus
 acquired agr mutation  in vitro. Studies have shown that agr gene mutations are highly induced 
under conditions where agr gene expression is frequently turned on and off.

研究分野：皮膚免疫学、微生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
アトピー性皮膚炎は、先進国で小児の罹患率は15－20％にも達する。一方、途上国ではほとんど認められないと
いう疾患特性から、皮膚バリア機能異常、アレルギー素因などの遺伝的要素に加え、古くからの衛生仮説に代表
される環境要因が大きな役割を果たしていると考えられている疾患である。環境要因のひとつとして皮膚常在細
菌と病原細菌であるS. aureusの関与が近年注目されている。S. aureusは通常健常人の皮膚で増殖して病原性を
発揮することはなく、このメカニズムを解析することで、アトピー性皮膚炎の病態を解明し、新規治療ターゲッ
トの基盤を創出できる可能性があると考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

現在、常在細菌叢解析法は広く疾患の病態解明のため用いられ、細菌叢に限らず、真菌
叢、ウイルス叢を内包した微生物叢解析を行うことが先端研究として注目されている。われわれ
宿主を構成する細胞数を遥かに凌駕する数のこれらの共生体は“第 2 の指紋”と称されるほど
ユニークな多様性と保存性を兼ね備えている。しかしながら、常在細菌叢解析をベースにした疾
患病態の解明がその多様性を切り口にした解析法であると捉えると、その保存性を解析する方
法はこれまでに確立されていない。ヒトにおける“指紋”の保存性を決定しているのがヒトゲノ
ムであるように、細菌の“指紋”を決定しているのは細菌ゲノムである。そこで、細菌叢保存性
を決定している細菌ゲノムの皮膚定着に関係する規定因子と、細菌叢および宿主との相互関係
を明らかにすることで、従来の常在細菌叢解析とは異なる、多様性および保存性の両側面からの
革新的な解析手法を確立する。 

 
２．研究の目的 
 本研究開発では、経表皮 S. aureus感染マウスモデルを用いた宿主や常在細菌（叢）に
よる S. aureusゲノム進化と“進化的リスクマネージメント戦略”機構の制御系解析と共に排除
のメカニズム解明を目指す 
 
３．研究の方法 
１）経表皮 S. aureus感染マウスモデルを用いた S. aureus排除過程における細菌叢解析およ
び S.aureusゲノム解析： 
我々が確立した S. aureus経表皮マウスモデルを改変し、S. aureus排除時におこる

常在細菌叢の変遷および、S. aureusのゲノム修飾パターンを経時的に解析する。我々の経表
皮 S. aureus感染モデルでは、フィルムドレッシング材を用い 1週間菌液を皮膚に貼付させ
炎症反応の惹起を観察するという方法をとっている。これは、マウス皮膚でもヒト同様 S. 
aureusは常在細菌としては存在せず、フィルムドレッシング材による密閉・湿潤環境を維持
しないと、皮膚に S. aureus を維持することができないという予備実験段階で得られた知見
に基づいており、実際、フィルムドレッシング剤を除去すると 2−3週間の後にはほとんどの
S. aureusが排除される。これは、マウス皮膚でもヒト同様 S. aureusは常在細菌としては存
在せず、フィルムドレッシング材による密閉・湿潤環境を維持しないと、皮膚に S. aureusを
維持することができないという予備実験段階で得られた知見に基づいており、実際、フィル
ムドレッシング剤を除去すると 2−3週間の後にはほとんどの S. aureusが排除される。そこ
で、この排除過程を逆に利用することにより、排除過程の細菌叢解析を経時的に行う。サン
プルの採取はスワブによる皮膚擦過で採取する。スワブにより採取したサンプルからバク
テリア DNAを抽出する。同時に TSB や BHIアガープレート、および、卵黄添加マンニッ
ト食塩培地にて S. aureus菌数の確認と、培養可能な常在細菌は純培養の上、16SrRNA-DNA
シークエンスにて菌種を同定し、ライブラリーとして保存する。得られた S. aureus はイル
ミナ社のMiseqシークエンスにて全ゲノム情報を取得し、ヒト乳児で確認されたような、ゲ
ノム修飾パターンが存在するかどうか、検討を行う。 

 
２）経表皮 S. aureus感染マウスモデルを用いた S. aureus排除過程における細菌および、宿
主のメタトランスクリプトーム解析： 

S. aureusのニッチを排除し増殖する常在性の細菌種を同定し、解析ターゲットとす
る。また、排除される過程で起こる S. aureusおよび常在細菌叢の AIPを含めた遺伝子発現
の経時的変化をメタトランスクリプトーム解析により明らかにする。メタトランスクリプ
トーム解析は、サンプル中の複雑な微生物群によってコードされたすべての RNAを解析す
るため、病原微生物と常在細菌叢の相互作用を理解するのに最適である。同時に、メタトラ
ンスクリプトーム解析は、宿主由来産物をターゲットとした解析を並行して行う。これによ
り、病原体との宿主免疫系などの相互作用の理解も可能となる。解析のため、次世代シーク
エンサーを用いた RNAシークエンスを行う。これらの解析により、現在想定している常在
性の Staphylococcus 属以外の細菌についても S. aureus 進化的リスクマネージメント戦略機
構の抑制を起こすことができる由来産物を網羅的に解析することが可能である。 
 
３）経表皮 S. aureus感染マウスモデルを用い制御因子の in vivoにおける役割解析：メタト
ランスクリプトーム解析などから得られた候補因子を発現する菌株と、S. aureus の相互作
用について検討を行う。菌株の遺伝子をノックアウトするなどして、S. aureus の agr 発現



への影響を確認する。 
 
 
４．研究成果 
１）経表皮 S. aureus感染マウスモデルを用いた S. aureus排除過程における細菌叢解析およ
び S.aureusゲノム解析、S. aureus排除過程における細菌および、宿主のメタトランスクリプ
トーム解析： 
マウス皮膚に S. aureusを人工的に感染させ、その後同株を 10週後まで追跡し、変

異が獲得されるかを検討した。すると、マウス皮膚上でも、皮膚からの排除とともに、S. 
aureusの agr遺伝子領域に変異が獲得されることがわかった。そこで、競合する微生物を同
定するため、菌叢解析、および菌株の単離を行ったところ、マウスでは S. lentusのいくつか
の菌株が存在する場合に、皮膚からの排除が促進され、S. aureusの agrゲノム上に変異が誘
導されていた。変異を、サンガーシークエンスおよび、次世代シークエンサーによる全ゲノ
ム解析で解析したところ、塩基の挿入や欠失により機能喪失が起こっていると考えられた。
つぎに実際に、変異の機能を確認するため、Agr支配領域から発現する RNAⅠⅠⅠの遺伝子
発現、および、Agr発現依存性にルシフェラーゼを発現する菌株にそれぞれの皮膚から単離
した S.aureusの培養上清を添加し、発現を確認した。この実験により、マウス皮膚上で確認
された agr変異は、機能喪失型の変異であることが、ヒトでの我々の先行研究と同様に確認
できた。 
つぎに、S. aureus排除機構に焦点を当て、マウスモデルを用いて常在細菌叢解析、

メタトランスクリプトーム解析を上記モデルで行った。すると、メタトランスクリプトーム
解析では、人工的に S. aureusを感染させた場合に S. aureusの菌数が多くなりすぎて、メタ
トランスクリプトーム解析を行う場合に、殆どのリードが S. aureus 由来となってしまい、
宿主常在微生物の遺伝子発現の解析には適していないということが明らかとなった。そこ
で、本研究に関しては、解析対象のマウスを、人工的な S. aureus 感染マウスモデルから、
アトピー性皮膚炎に類似した皮膚炎を自然発症するマウスにおける S. aureus に変更吸える
必要があると考えられた。 
 
 
２）in vitroにおける S. aureus変異誘導のメカニズム解析： 
 
まず、agr変異が獲得される理由について、in vitroモデルで検証を行い、これが細

菌ゲノム上の、遺伝子の転写と複製の競合によるものであることを明らかにした。すなわち、
Agr クオラムセンシングが頻繁に ON-OFF となるような常在細菌との競合が生じるような
皮膚などの環境下では、クオラムセンシングが頻繁に ON-OFF となるため、S. aureus ゲノ
ムの転写と複製の競合による不安定化が引き起こされ、変異が誘導されている可能性を見
出した。一方で、agr 遺伝子発現が一定レベル抑制されている条件などでは、変異の獲得が
起こる頻度は減少した。この in vitroモデルについては、現在論文として投稿準備中である。 
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