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研究成果の概要（和文）：本研究では市中感染型メチシリン耐性黄色ブドウ球菌の産生する病原

因子 Panton-Valentineロイコシジン（PVL）の細胞膜マイクロドメイン lipid rafts依存的な
細胞障害メカニズムを明らかにした。Lipid raftsは PVLの膜孔形成に必須であるが、標的細
胞認識に影響せず、従来のガングリオシド GM1 とは異なる新規レセプター分子の存在が示唆
された。この、新規レセプターは毒素活性の中和に主眼をおいた創薬ターゲットとなる。 
 
研究成果の概要（英文）：Panton-Valentine leukocidin (PVL) is a virulence factor of 
community-acquired methicillin-resistant Staphylococcus aureus. We have demonstrated 
the lipid raft-mediated pore formation of PVL. Since integrity of lipid rafts did not affect on 
the recognition of target cells by PVL, novel PVL receptor(s), other than ganglioside GM1, 
is suggested. This receptor molecule may be a possible target of PVL inhibitor. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 市中感染型メチシリン耐性黄色ブドウ球
菌（市中感染型 MRSA）は薬剤による圧力の
少ない市中で感染を繰り広げる新しいタイ
プの MRSAである。主に、病院と接点のない
健康な小児や若い運動選手などが感染し、皮
膚・軟部組織疾患（SSTI）を惹起するが、一

部で重症化して致死性の市中肺炎、若年スポ
ーツ選手の再燃性骨盤膿瘍などを引き起こ
す。しかしながら、市中感染型 MRSAによる
膿瘍、壊死性疾患等の発症メカニズムは未だ
解明されていない。 
 市中感染型 MRSA は特徴として細胞障害
毒素 Panton-Valentine ロイコシジン（PVL；
LukS-PV、LukF-PV）を産生する。LukS-PV
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および LukF-PV はそれぞれ水溶性モノマー
として菌体外に分泌される。その後、標的細
胞（特に、好中球）に結合、細胞膜上で両成
分が交互に並ぶ膜孔複合体（６~８量体）を
形成し、細胞のネクローシスを誘導する。 
 PVL は壊死性病変誘導因子として考えら
れている。一方で、動物モデルでは病原性が
証明できていない。壊死性肺炎では 2007 年
にマウスモデルとMRSAの PVLノックアウ
ト変異株を用いた研究で PVL が壊死性病変
の主要な誘導因子であることが示された
（Labandera-Rayら、2007）。一方で、敗血
症及び皮下膿瘍のマウスモデルでは PVL と
病原性の相関が見られなかった（Voyich ら、
2006）。以上のような動物実験での混乱は、
PVL の動物種に対する特異性に問題がある
ためと考えられる。 
  
 
２．研究の目的 
 
 本研究ではヒトにおける PVL の病原性を
証明するため、ヒト好中球に対する細胞障害
メカニズムの詳細を明らかにすることを目
的とした。特に PVLは lipid raftsに局在する
ガングリオシド GM1 をレセプターとして認
識すると考えられているため、lipid raftsの関
与に注目した。さらに、血球系および非血球
系細胞を用いて、PVL活性を比較した。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) わが国の PVL産生市中感染型MRSAの
分子疫学 
 臨床との共同研究により、わが国で分
離された市中感染型MRSAの分子疫学
調査を行った。遺伝型（MLST、spa型、
PVLを含めた毒素遺伝子等）、薬剤耐性
を試験した。必要に応じて患者の家族の
調査も行った。（全ての実験系は新潟大学
大学院医歯学総合研究科倫理委員会の承
認を得ている。） 
 
(2) MBCDによるヒト好中球からのコレ
ステロールの抽出 

 MBCDは細胞を傷害することなく細胞膜
からコレステロール抽出する。コレステロー
ルは lipid raftsを構成する脂質を接着する役
割を果たしており、コレステロールを細胞膜
から抽出すると、lipid raftsの機能が阻害さ
れる。図１に示す PVLの好中球障害活性に
対するMBCD処理の影響を試験した。 
 
(3) Lipid raftsの分画 
 PVL が実際に lipid rafts に結合している
かどうか試験した。PVL-Sはレセプター結合
因子であり、PVL-S単独でヒト好中球に結合
する（図１）。一方、PVL-Fは PVL-S非存在
下では好中球に結合できない。PVL-Sは単独
では膜孔を形成しない（PVL-F が必要であ
る）（図１）。 
 
そこで、表１の毒素の条件で反応を行った。 
 
表１．Lipid raftsの分離条件 
① PVL-S, 4℃, 1 h → 洗浄 → 可溶化 
② PVL-S, 4℃, 1 h → 洗浄 → 37℃, 1 h 

→ 可溶化 
③ PVL-S, 4℃, 1 h → 洗浄 → PVL-F, 

37℃, 1 h → 洗浄 → 可溶化 
④ PVL-S, PVL-F, 37℃, 1 h → 洗浄 → 

可溶化 
 
PVL（PVL-S, PVL-F）をヒト好中球に作用
させた後、細胞を Brij 58で可溶化した。可
溶化した好中球 lysateを40% sucrose液にし、
遠心チューブに移した。さらに 36% Suc in 
TBSおよび5% Sucを順次重層し、200,000 g, 
4℃, 20 時間遠心した。上層から一定量ずつ
分画した。 
 
(3) IVIGによる PVLの中和 
LukS-PVを様々な濃度の IVIGと 37℃15分
間前処理した後、ヒト好中球の作用させた。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) わが国の PVL 産生市中感染型 MRSA の
分子疫学 
 臨床との共同研究により継続的に PVL 産
生市中感染型 MRSA の分子疫学調査を行っ
ている。その結果、日本国内で日本人の小児
から初めて USA300 (ST8)クローンを分離し
た。北米から世界各地に流行が拡大した
USA300 が日本にも侵入したことを証明し
た。一方、日本で分離した USA300は一部の
遺伝子型（spa 型）と薬剤耐性が北米の代表
的な USA300 とは異なっていることも明ら



かにした。 
 
(2) PVLの細胞障害活性発現メカニズム 
①MBCDによる PVL活性の阻害 
 PVLをヒト好中球に10 nMおよび200 nM、
2 h で作用させると、それぞれ 89%および
90%の細胞でネクローシスを誘導した。一方、
低濃度では IL-8、TNF-α 等のサイトカイン
産生を誘導した。 
 好中球をMBCD（細胞膜コレステロール抽
出薬） 処理することにより、PVL による好
中球障害活性（ネクローシス）が MBCD の
濃度依存的に阻害された。PVLのヒト好中球
への結合は MBCD 処理の影響を受けなかっ
たため、PVLが細胞膜に結合した後のメカニ
ズムに lipid raftsが関与していることが示唆
された。 
 
②Lipid rafts画分からの PVLの分離 
 表２に示した条件で PVL を好中球に作用
させ、lipid raftsを分画くした。LukS-PVを
単独で好中球に作用させると、細胞膜の流動
性に関係なく、LukS-PV は lipid rafts から
分離された（表２．①、②）。一方、LukS-PV
が結合した好中球に LukF-PV を作用させる
と LukS-PVと LukF-PVによる膜孔が lipid 
rafts画分から分離された。 
 
表 2．各分画からの PVLの検出 
  可 溶

性 画

分 

Lipid 
rafts 

孔形成 

① LukS-PV, 4℃, 1 h → 
洗浄 → 可溶化 

＋ － － 

② LukS-PV, 4℃, 1 h → 
洗浄 → 37℃, 1 h → 
可溶化 

＋ － － 

③ LukS-PV, 4℃, 1 h → 
洗浄 → PVL-F, 37℃, 
1 h → 洗浄 → 可溶
化 

＋ ＋ ＋ 

④ LukS-PV, LukF-PV, 
37℃, 1 h → 洗浄 → 
可溶化 

＋ ＋ ＋ 

 
 
 以上の結果から、LukS-PV はまず lipid 
rafts の周辺の細胞膜結合し、その後
LukS-PV が加わることで lipid rafts に蓄積
して膜孔を形成することが考えられた。これ
まで、スフィンゴ脂質 GM1や、GM1に結合
するコレラ毒素 B サブユニットによる活性
の中和実験から、GM1 が LukS のレセプタ
ーであると考えられてきた。GM1 は前述の
通り lipid raftsの構成成分である。しかしな
がら、本研究成果は明らかにこれまでの知見
と矛盾している。現在、別の細胞種について
も同様の解析を実施している。 
 

(3) IVIGによる PVLの中和活性 
様々な濃度の IVIG（終濃度 0.08 – 20 mg/ml）
存在下で、精製した PVLまたは PVL産生市
中感染型 MRSA の培養上清をヒト好中球に
添加した。その結果、PVLおよび培養上清と
もに 2 mg/ml以上（正常なヒトの血中 IgG濃
度の約 5倍に相当）の IVIGでヒト好中球障
害活性を完全に中和した（図２）。以上の結
果から、IVIGは PVL産生市中感染型MRSA
感染の治療に有効である可能性が示唆され
た。 
 

 
 
 
【まとめ・今後の点急展開】 
(1) 本研究では lipid raftsを介したPVLの膜
孔形成メカニズムを明らかにした。また、そ
れと同時にこれまでの GM1 レセプター説と
は矛盾した結果が得られた。本研究と過去の
データを総合すると、PVL-Sはまず GM1以
外のレセプター分子を認識して lipid raftsの
外側に結合した後、PVL-Fとの結合をシグナ
ルに、lipid raftsに移動する。このとき GM1
と結合する。つまり、GM1 との結合は標的
細胞への結合ではなく、例えば膜孔形成を誘
導するためのコンフォメーション変化に関
与しているのではないか。新規レセプター分
子の探索も含め、今後の研究課題である。こ
れらの毒素作用機構の初期段階は毒素活性
の中和を主眼においた創薬の標的となる。 
 
(2) 世界的流行を見せている PVL 産生市中
感染型 MRSA USA300 クローンのわが国へ
の流入を初めて確認した。海外から流入する
クローンは、より病原性が強い可能性があり、
十分な監視と対策が必要である。 
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