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研究成果の概要（和文）： 
黄色ブドウ球菌が分泌するバイオフィルム破壊因子の解析を行った。菌の培養上清画分には、

自身のバイオフィルムに対する破壊活性をもつ画分と他の黄色ブドウ球菌のバイオフィルムを

破壊する画分が存在したことから、バイオフィルムを介した菌間の相互作用の可能性が示唆さ

れた。遺伝子解析のためのトランスポゾンによる変異株作成系を確立した。バイオフィルムに

影響する宿主因子として血清タンパクであるアルブミンが形成促進作用を示した。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Analysis of biofilm destruction factor from culture supernatant of Staphylococcus 
aureus revealed that there were two type factors, destruction activity for self-biofilm 
and for other staphylococci biofilm.  
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１． 研究開始当初の背景 
細菌は、長い間、個々の細胞が単体で生活し

ていると考えられてきたが、近年になり、細

菌は何らかの表面に付着して、細胞外多糖な

どのマトリックスを産生しながら集合体を形

成していることが明らかになってきた。この

細菌の集合体は、バイオフィルムと呼ばれ、

自然界や生体内など幅広い場所で見られるが、

表面がマトリックスで覆われた構造をしてい

るため外的環境から守られた状態にある。こ

のように細菌は、バイオフィルムという集合

体として生きる場合と単体として自由に生き

る場合の２つの形態から成るライフサイクル

を持つと考えられるようになってきた。しか

しどのようなカニズムでこの二つの形態間を

行き来するのか、ヒトの生体内においてそれ

ぞれの形態がどのような役割をしているのか

について、まだ不明な点が多い。 

バイオフィルム感染症の原因菌の一つである、

黄色ブドウ球菌は、生体内に留置された、カ 

テーテルなどの医療素材上にバイオフィルム

を形成すると、抗生剤や宿主の免疫に抵抗性

をもつため、治療が困難になることが報告さ

れている。しかしこれまでに効果的なバイオ

フィルム感染症の予防法や治療法は見つかっ

ていない。我々は、黄色ブドウ球菌のバイオ

フィルム形成を調べる過程で、自身が因子を

産生して短時間にバイオフィルムを破壊する

ことを見出した。このバイオフィルム破壊因

子は、低分子で、プロテアーゼＫで失活しな

い水溶性の物質であった。このことから細菌

は環境に応じて、集合体であるバイオフィル

ムから単体へと形態を変化させていることが

考えられる。このような生活形態の変化は、

細菌が自由になって新しい場所へ拡散してい

くための戦略、またはバイオフィルムという

シェルターのような構造から離れて単体とな

った細菌を宿主が駆逐するための戦略という

ようにも捉えられる。本研究では、バイオフ

ィルム破壊因子とその破壊メカニズムについ

て明らかにし、バイオフィルム感染症治療薬

の開発を目指すとともに細菌の生活形態変化

（単体、バイオフィルム）と宿主との関係に

ついて解析を行う。 

 
 
２． 研究の目的 
我々は、バイオフィルム感染症の原因菌とし

て知られている、黄色ブドウ球菌が自身のバ

イオフィルムを破壊する因子を産生するこ

とを見出した。本研究では、 

(1)破壊因子と破壊メカニズムを明らかにし、

それを元にバイオフィルム感染症治療薬の

開発を目指す。 

バイオフィルム破壊因子の同定： 

これまでの研究から、菌が産生するバイオフ

ィルム破壊因子は、1KDa 以下の低分子で、

プロテアーゼＫで失活しない水溶性の物質

であると分かっている。そこで菌の培養上清

から、破壊因子を同定し、その性状を解析す

ることによりバイオフィルム破壊メカニズ

ムを解明する。 

(２)細菌の生活形態の変化（単体、バイオフ

ィルム）と宿主との相互作用について明らか

にする 

バイオフィルム形成に対する宿主環境の影

響：バイオフィルム形成に影響を与える宿主

因子を探索する。 

 
３．研究の方法 
(1)バイオフィルム破壊因子の同定 

黄色ブドウ球菌の培養上清を添加するとバイ

オフィルムは破壊され、その効果は添加後、

数分で見られた。また破壊因子は、耐熱性で

１KDa 以下の水溶性物質、プロテアーゼＫで



失活しないことがわかっている。そこで黄色

ブドウ球菌の培養上清から、１KDa 以下の画

分を回収し、クロロフォルム処理で脂溶性物

質を除き、水溶性画分を作製する。HPLCを用

いて、破壊活性をもつ因子を分離した。 

 

（２）バイオフィルム破壊因子の発現機構の

解析 

黄色ブドウ球菌にトランスポゾンを導入し、

菌の培養上清を調べることで破壊因子産生

能を失った変異株をスクリーニングする。エ

ンテロコッカスが保持する Tn918を黄色ブド

ウ球菌に導入させるために、２菌を共培養後、

集菌し選択培地で培養した。Tn918 を持つと

考えられるコロニーが効率よく得られ、これ

らのコロニーについて inverse PCR によりゲ

ノムに挿入されていることを確認した。 

 

（３）バイオフィルム形成に対する宿主環境

の作用 

バイオフィルム形成に影響を与える宿主因

子を探索するため、96 ウェルプレートに培

地、黄色ブドウ球菌、宿主成分を添加して一

晩培養後、プレートを洗浄し形成されたバイ

オフィルムを染色してその量を測定した。 

 
 
４．研究成果 
 
（１）バイオフィルム破壊因子について 
 

培養上清中の破壊因子を精製するため、１

KDa 以下の画分を回収し、クロロフォルム処

理後の水溶性画分を用いて以下の検討を行

った。 

黄色ブドウ球菌のバイオフィルムマトリッ

クスは、タンパク、多糖、DNA などからなる

と考えられており、菌株によってバイオフィ

ルムのプロテアーゼ, dispersinB, DNase へ

の感受性が異なる。低分子水溶性画分は、自

身が作る多糖性のバイオフィルムを破壊す

るとともに、他の黄色ブドウ球菌が作るタン

パク・DNA 性のバイオフィルムも破壊した。

このことから、２種類以上の作用の異なる破

壊因子が存在する可能性が示唆された。 

陽・陰イオン交換カラム、逆相カラム(C18)、

順相カラム、親水性相互作用カラム(HILIC)

を用いて破壊因子の結合を検討したところ、

多糖性のバイオフィルムに対する破壊因子

（破壊因子１）は HILIC に、タンパク・DNA

性のバイオフィルムに対する破壊因子（破壊

因子２）は C18 カラムに結合した。破壊因子

２については分画を進めており、破壊因子１

については、C18 非結合画分を HILIC にかけ

たところ、破壊活性は２箇所に見られ、これ

らをさらに分画し現在同定を行っている。 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

多糖性または、タンパク・DNA 性のバイオフ

ィルムに対する破壊活性を含むそれぞれの

画分は、３０分でバイオフィルムの破壊を引

き起こした。このような短時間での効果につ

いての報告はほとんどみられず、バイオフィ

ルム感染症に対するあらたな治療法の開発

に繋がると考えられる。また黄色ブドウ球菌

が、自身のバイオフィルムを破壊するだけで

なく他の菌のバイオフィルムに対する破壊

因子を産生していることが示唆されたこと

から、菌間でのバイオフィルムを介した相互

作用が存在するのかもしれない。 

今後は、その観点も含めバイオフィルム破壊

図１HILIC での破壊因子分画 
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メカニズムについて明らかにしていきたい。 

 

（２）バイオフィルム破壊因子の発現機構の

解析 

バイオフィルム破壊因子産生に必要な遺伝

子（転写因子、合成系の因子、代謝系の因子）

を明らかにするため、トランスポゾンによる

変異導入系を作成した。比較的高率にトラン

スポゾンの挿入が起こる系であり、多数の変

異株についてスクリーニングが可能と考え

られる。 

今後は、この系を用いて、破壊因子を産生し

ない変異株のスクリーニングを行い、トラン

スポゾン挿入部位の同定、遺伝子解析を行い、

破壊因子産生に関与する遺伝子を同定して

いく。 

 

（３）バイオフィルム形成に対する宿主環境

の作用 

 

バイオフィルム形成に作用する宿主成分と

して血清の関与が報告されているが、詳細は

明らかになっていない。そこで血清中に多く

含まれるタンパク成分、アルブミンについて

検討した。 

いくつかの黄色ブドウ球菌株を BHI 培地, 

BHI+グルコース±アルブミン（0.5%）の条件

で培養しバイオフィルム量を測定したとこ

ろ、アルブミンの添加によりバイオフィルム

形成の増加が見られた。培地にアルブミンを

加えただけではその作用はみられず、バイオ

フィルム形成を誘導するグルコースの存在

下においてアルブミンによる促進作用がみ

られた。血中に多量に含まれる成分であるこ

とから、生体内で細菌と作用する可能性は高

いであろう。アルブミンが細菌の凝集を促進

するという報告はあるこが、バイオフィルム

形成との関連については調べられていない。

今後はその機構を解析するとともにさらな

るバイオフィルム形成に作用する宿主因子

の探索を行っていく。 
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図２アルブミンのバイオフィルム形成への影響 


