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研究成果の概要（和文）：黄色ブドウ球菌の分泌タンパク質Eapと細胞壁タンパク質SasGのバイオフィルム
（BF）形成と病原性への関与を調べた。EapとSasGの二重欠損のBF形成、病原性は低下したが、単独欠損では変
化しなかった。以上よりEapとSasGの相補的な機能を解明した。BF形成阻害剤を探索し、norgestimate（NGM）が
MRSAのBF形成を阻害することを見出した。また、NGMが細胞外マトリックスの産生を抑制することを明らかにし
た。黄色ブドウ球菌は、ヌクレアーゼ産生により環境中pH依存的にBF dispersalを引き起こした。BFからの遊離
細菌は好中球に貪食されにくくマウスにおいて高い病原性を示した。

研究成果の概要（英文）：The combined deletion of Eap and SasG reduced biofilm biomass of 
Staphylococcus aureus, whereas single deletion did not. Combined deletion of Eap and SasG decreased 
both roughness and thickness. The pathogenicity of ΔEap ΔSasG was significantly decreased. Our 
findings highlight the relationship between Eap and SasG in S. aureus biofilm formation and 
pathogenesis. High-throughput screening identified norgestimate (NGM) as an inhibitor of biofilm 
formation by staphylococcal strains, including MRSA. NGM inhibited the production of extracellular 
matrix components that are important for biofilm formation, thereby inhibiting biofilm formation by 
clinical isolates with diverse matrix components. S. aureus caused biofilm dispersal by nuclease 
production and this depended on environmental pH. Dispersed bacteria showed highly virulence than 
planktonic bacteria in vitro and in vivo. Dispersed bacteria decreased phagocytosis by PMN and 
caused a lethal infection in mouse within 24 h.

研究分野： 細菌学, 分子生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 従来の細菌学研究においては、液体培養に
より増殖した浮遊細菌、いわゆる単個細胞と
しての性質が詳細に調べられてきた。しかし、
細菌は感染後、組織や医療材料上に付着・増
殖するとタンパク質・多糖類・細胞外 DNA
から構成されるマトリクスに囲まれたバイ
オフィルムという共同体を形成する。バイオ
フィルム内の細菌は、薬剤や免疫に抵抗性を
示し難治性のバイオフィルム感染症を惹起
する。しかしながら、バイオフィルム感染症
の確固たる予防法や治療法は存在せず、重篤
な感染症で死に至るか移植した医療機器を
摘出せざるを得ないのが現状である。院内感
染症の原因菌として重要な黄色ブドウ球菌
とりわけ MRSA によるバイオフィルム感染
症は、難治性の重篤な感染症となり緊急の対
策が望まれる。そのために、バイオフィルム
形成・破壊のメカニズムを詳細に解析し、今
までにない新規のバイオフィルム感染症対
策を構築する必要がある。 
 
２．研究の目的 
研究の目的は大きく 3 つに分けられる。 
 (1) 黄色ブドウ球菌の分泌タンパク質 Eap
と細胞壁タンパク質 SasG のバイオフィルム
形成と病原性への関与の解析 
 黄色ブドウ球菌のバイオフィルムは、多糖、
核酸、タンパク質(細胞壁アンカータンパク質、
分泌タンパク質、細胞質タンパク質)から構成
される。それら個々の分子の重要性は報告さ
れているが、相互作用、相補性といった関係
性について不明な点が多い。近年、東京慈恵
会医科大学附属病院より分離された黄色ブ
ドウ球菌のバイオフィルム形成能を網羅的
に解析した結果、それらのバイオフィルム形
成は菌株および培養条件により大きく異な
ることがわかった。その MRSA コレクショ
ンのうち MR23 株は、グルコース存在下で高
いバイオフィルム形成能を示し、強固なタン
パク質性のバイオフィルムを形成した。我々
が考案したマトリクスの回収法とプロテオ
ーム解析を組み合わせることにより、MR23
株のマトリクスには分泌タンパク質である
Eap が多量に含まれることが判明した。Eap
は 60～70 kDa の黄色ブドウ球菌にのみ存在
する分泌タンパク質であり、血漿タンパク質、
血小板などに結合すると報告されているが、
バイオフィルムにおける機能は明らかにな
っていない。Eap 精製標品をバイオフィルム
形成の低い黄色ブドウ球菌臨床分離株の培
養液に添加することでバイオフィルム形成
の劇的な促進が認められたことから、Eap は
バイオフィルム形成に重要な機能を有する
と考えられる。一方、MR23 株において eap
遺伝子を欠損させてもバイオフィルム形成
の低下は認められなかった。以上の結果より、
MR23 株には Eap 以外にもバイオフィルム
形成に重要なタンパク質が存在し、それらが
相補的に機能すると考えられる。そこで本研

究では、MR23 株の様々な遺伝子を欠損させ
た株を作製し、それらのバイオフィルム形成
を評価することでバイオフィルム形成に重
要な遺伝子の探索を試みた。 
 
(2) バイオフィルム形成阻害剤の探索 
 バイオフィルム感染症の治療は極めて困
難であり、有効な治療法・予防法の開発が求
められている。本研究では、東京大学創薬機
構が保有する化合物ライブラリーからバイ
オフィルム形成阻害剤のスクリーニングを
行い、その作用機序を解析した。 
 
(3) バイオフィルム dispersal のメカニズム
解析 
 細菌は増殖・菌体外マトリクス産生しなが
らバイオフィルムを形成後、そこから遊離・
分散(dispersal) する。バイオフィルムからの
菌の遊離は生体内において感染拡大に繋が
ると考えられ、黄色ブドウ球菌の dispersal
メカニズムと病原性について解析した。 
 
３．研究の方法 
(1) MRSA の MR23 株を親株として、
in-frame deletion 法により種々の単一遺伝
子欠損株および多重遺伝子欠損株を作製し
た。細菌の培養には BHI 培地、BHI1％グル
コース添加(BHIG)培地を使用した。バイオフ
ィルム形成条件は、各種細菌を BHI 培地で
37℃、16 時間振盪培養し、BHIG 培地で 1000
倍希釈した培地を 96ウェルプレートに入れ、
37℃で 24 時間静置培養した。プレートを
PBS で洗浄し、0.05 ％クリスタルバイオレ
ットで染色し、吸光度を測定した。また BHIG
培地で 1000 倍希釈した培地から、細胞外マ
トリクス、細胞壁画分、培養上清を回収し、
解析を行った。また、共焦点型レーザー顕微
鏡を用いて、ガラスボトムディシュ上に作製
したバイオフィルムの立体構造を観察した。
遺伝子欠損株の病原性の解析はカイコを用
いて行った。BHI 培地で培養した菌液を
0.6 ％食塩水で希釈し、カイコの背脈管より
投与し、60 時間室温で観察し、生存数を観察
した。 
 
(2) バイオフィルム感染症に有効な治療薬・
予防薬の開発を目指し、黄色ブドウ球菌のバ
イオフィルム形成を阻害する低分子化合物
のスクリーニングに着手した。高精度かつ迅
速なスクリーニングを行うため、96 ウェルプ
レートを使用した安定的なアッセイ系を確
立し、スクリーニングを自動で行うロボット
システムを構築した。構築したシステムは、
化合物の分注、バイオフィルム形成条件下で
の培養、ウェル底面に形成されたバイオフィ
ルムの洗浄および染色、吸光度の測定までの
一連の操作を自動で行うものであり、１日に
最大960化合物のスクリーニングが可能であ
る。細菌の増殖を阻害する化合物の使用は新
たな耐性菌の出現を招く危険性があるため、



「黄色ブドウ球菌の増殖は阻害せずバイオ
フィルム形成を選択的に阻害する」というコ
ンセプトでスクリーニングを行った。得られ
たヒット化合物が黄色ブドウ球菌の細胞外
マトリックスの産生や遺伝子発現に与える
影響をプロテオーム解析やトランスクリプ
トーム解析により調べることで作用機序を
解析した。 
 
(3)  
① 細菌の培養：黄色ブドウ球菌 SH1000 株
を BHI 培地で一晩振盪培養後、BHI に植菌
し 37℃で静置培養してバイオフィルムを形
成させ 24h 後に遊離した菌を dispersed 細菌、
振盪培養したものを planktonic 細菌とした。 
② バイオフィルムアッセイ：96 ウェルプレ
ートで形成させたバイオフィルムについて、
PBS 洗浄、風乾、サフラニン染色を行い、吸
光度 (492nm)を測定した。 
③ ヌクレアーゼアッセイ：培養上清中の酵
素活性はバッファー存在下(pH8)と非存在下
(native pH)で FRET 法により測定し、タン
パクはウェスタンブロット法で検出した。 
④ 変異株、相補株の作製：nuc 変異株の作製
は pKOR1 mutagenesis system(Plasmid 
2006. 55: 58–63)を用いて行った。nuc 遺伝
子をプロモーター領域から挿入した相補プ
ラスミドを作製し nuc 変異株に導入した。 
⑤ PMN 貪食アッセイ：分離した PMN に細
菌 (planktonic 又は dispersed)を添加し、
37℃で培養後、PMN を回収し、細胞を溶解
後、細胞内菌数をコロニーカウント法により
測定した。 
⑥ マウス感染実験：細菌(planktonic 又は
dispersed)をマウスに腹腔内投与し、生存を
観察した。 
 
４．研究成果 
(1)  細胞壁アンカータンパク質をペプチド
グリカンへ結合させる Sortase A 遺伝子
(srtA)の欠損はバイオフィルム形成量に影響
しなかったが、Δeap ΔsrtA 株では顕著に低下
することを見出した。この結果は、細胞壁ア
ンカータンパク質がバイオフィルム形成に
おいて Eap と相補的に機能することを示唆
している。そこで、複数の細胞壁アンカータ
ンパク質欠損株を作製したところ、Δeap 
ΔsasG 株でバイオフィルム形成量が低下す
ることがわかった。低下したバイオフィルム
形成量はプラスミドからの野生型 SasG の発
現で回復したが、細胞壁へのアンカリングに
必須な LPXTG モチーフを欠損した SasG 変
異体の発現では回復しなかった。すなわち、
SasG は細胞壁にアンカーした状態でバイオ
フィルム形成に寄与すると考えられる。また、
共焦点レーザー顕微鏡でバイオフィルムを
観察すると、野生株では分厚く凹凸の大きい
バイオフィルムが観察されたのに対し、Δeap
株では平坦な、Δeap ΔsasG 株では薄く平坦
なバイオフィルムが観察された。さらに、

Δeap ΔsasG 株のカイコに対する病原性が顕
著に低下し、Δeap 株では病原性が部分的に
低下した。以上より、Eap と SasG はバイオ
フィルムの形成量、立体構造および病原性に
おいて部分的に相補的な機能をすることが
解明された。 
 
(2) 東京大学創薬機構が所蔵する化合物ライ
ブラリーに含まれる約 60,000 化合物を使用
してスクリーニングを行った結果、プロゲス
チンの一種である norgestimate（NGM）が
黄色ブドウ球菌のバイオフィルム形成を阻
害することを見出した。複数の黄色ブドウ球
菌と表皮ブドウ球菌の臨床分離株に対する
NGM の活性スペクトルの評価を行った結果、
使用した黄色ブドウ球菌 8 株と表皮ブドウ
球菌 2株すべてのバイオフィルム形成を阻害
し（50%阻害濃度: 12～22.5 μM）、幅広いタ
イプのバイオフィルムに対して有効である
ことが示唆された。次に、ABC-JK2 が細胞
外マトリックスの産生に与える影響を評価
した。まず、NGM が細胞外多糖の産生に与
える影響を調べるため、NGM の存在・非存
在下で黄色ブドウ球菌の培養を行い、細胞外
多糖を蛍光標識した Wheat germ agglutinin
で染色したところ、コントロール条件下で観
察された細胞外多糖由来の繊維構造が NGM
存在下では観察されなかった。細胞外マトリ
ックス画分に含まれる多糖の定量結果から
も、NGM が細胞外多糖の産生を抑制するこ
とが示された。また、NGM は多糖に非依存
的なバイオフィルムを形成する黄色ブドウ
球菌に対しても有効であったため、細胞外マ
トリックスに含まれるタンパク質の定量を
行ったところ、NGM 存在下ではその量が有
意に減少していた。加えて、NGM が黄色ブ
ドウ球菌のタンパク質合成に与える影響を
プロテオーム解析により評価したところ、
NGM 存在下ではバイオフィルム形成への関
与が報告されている Surface protein G や
Enolase の発現が低下することが示された。
これらの結果から、NGM は細胞外マトリッ
クスに含まれる多糖とタンパク質の産生を
抑制し、性質の異なる幅広いブドウ球菌属の
バイオフィルムに対して形成阻害活性を示
すことが明らかになった。細胞壁合成への影
響を透過電子顕微鏡観察により調べたとこ
ろ、NGM 存在下では細胞壁の肥厚化や異常
な隔壁合成が認められた。さらに、トランス
クリプトーム解析の結果から、細胞壁の合成
と分解に関与する複数の遺伝子の発現が
NGM 存在下で上昇することを明らかになっ
た。ある種の抗菌薬は細菌の細胞壁合成を阻
害することで作用を発揮する。そこで、NGM
が抗菌薬の活性に与える影響を調べたとこ
ろ、驚くべきことに NGM は-ラクタム系抗
菌薬に対する黄色ブドウ球菌の感受性を有
意に上昇させることが明らかになった。最も
効果のあった MRSA 株では、コントロール
で 32 μg/ml であったオキサシリンの最少発



育阻止濃度が 1 μg/ml となり、32 倍の感受性
上昇が見られた。NGM が-ラクタム系抗菌
薬に対する感受性を上昇させるメカニズム
の詳細は未だ不明であるが、-ラクタム系抗
菌薬の標的分子である細胞壁合成関連タン
パク質 penicillin binding-protein 2 の発現を
上昇させる効果や、上述のような細胞壁の構
造異常をもたらす効果が関係しているもの
と推察される。以上の結果から、NGM は黄
色ブドウ球菌のバイオフィルム形成に重要
な ECM 成分の産生を抑制するのみならず、
細胞壁の恒常性に影響を及ぼすことで-ラク
タム薬に対する黄色ブドウ球菌の感受性化
を誘導することが示唆された。 
 
(3)  
① dispersal メカニズムの解析 
バイオフィルム量は24hでは減少し（図1A）、
培養上清をバイオフィルムに添加したとこ
ろ20-24hの上清でdispersal活性がみられた
(図 1B)。菌体外マトリクス解析からヌクレア
ーゼの関与が示唆され、ヌクレアーゼ変異株
を作製したところ、dispersal は起こらなかっ
た。相補株では野生株同様に起きたことから
ヌクレアーゼが要因であることが示された
(図 1C)。培養上清中のヌクレアーゼ活性・量
は時間とともに増加したが(図 1D)、native 
pH 下でのヌクレアーゼ活性は dispersal 活
性と同様に 20-24h で検出された(図 1E)。精
製ヌクレアーゼを用いたアッセイで酵素活
性は pH7以上で検出されたことから(図 1F)、
菌のヌクレアーゼ活性は、産生量と環境中の
pH 依存的に生じることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
② 病原性の解析 
バイオフィルムからの遊離細菌(dispersed 細
菌)の病原性について planktonic 細菌と比較
したところ好中球による貪食に抵抗性を示
し(図 2A)、またマウス感染モデルにおいて、
生存率を著しく低下させた(図 2B)。よってバ
イオフィルムから遊離した菌は病原性が高
くなっていることが考えられた。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
以上より、黄色ブドウ球菌はバイオフィルム
形成後にヌクレアーゼ産生により dispersal
を引き起こし、遊離細菌によって、感染を悪
化させる可能性が示唆された。 
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