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研究成果の概要（和文）：黄色ブドウ球菌感染の宿主細胞侵入メカニズムに関して、我々は毒素性ショック症候
群毒素-1(TSST-1)によるオートファジー抑制を見出した。本研究ではそのメカニズムをさらに追求した。In 
vitroではTSST-1が宿主細胞内でSeptin familyタンパク質の一つと相互作用してオートファジー調節機能を修飾
し、オートファゴゾーム形成抑制を通して宿主細胞内菌数の減少に働くことが分かった。またin vivoでの解析
のため、スーパー抗原活性欠損TSST-1を導入した黄色ブドウ球菌を開発した。今後はマウス遺伝子改変モデルを
用いた上記メカニズムの解析をさらに進める予定である。

研究成果の概要（英文）：Regarding the intracellular survival of S. aureus, we reported that toxic 
shock syndrome toxin-1 (TSST-1) suppresses autophagy in a superantigenic activity-independent 
manner. In this study, we further analyzed autophagy suppressing mechanism by TSST-1. In vitro 
study revealed that TSST-1 interacts with one of Septin family proteins in the host cells. 
Interaction of TSST-1 promotes function of this target protein to regulate the autophagy, which 
then leads to suppression of autophagosome formation and decrease of the bacterial number in the 
host cells. For in vivo analysis, S. aureus harboring superantigen activity-deficient mutant of 
TSST-1 (mTSST-1) was constructed. Autophagy - suppressing activity of this S. aureus strain was 
confirmed. We plan to analyze the mechanism using the mouse genetic modification model in the 
future.

研究分野： 細菌学
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１．研究開始当初の背景 
 黄色ブドウ球菌(Staphylococcus aureus)
は、表層感染から、生命に危機を及ぼす深部
感染まで、ヒトの様々な感染症の要因となる
病原菌である。本菌は従来、細胞外病原体と
して捉えられてきたが、内皮細胞や上皮細胞
といった非貪食性細胞に内在化し生存する
ことが明らかとなってきた。加えて、黄色ブ
ドウ球菌は慢性感染において数週間細胞内
に潜伏することも報告されている。しかし、
本菌の細胞内環境への適応やオートファジ
ー回避のメカニズムは不明である。毒素性シ
ョック症候群毒素−１(TSST-1)は黄色ブドウ
球菌が産生するスーパー抗原である。TSST-1
は、スーパー抗原活性に加え、黄色ブドウ球
菌の感染を促進することが示された。申請者
らの最近の研究において、TSST-1 は、本菌の
HeLa 229細胞への接着や侵入は促進しないが、
オートファゴゾーム形成を抑制することが
明らかになった。また、TSST-1 を産生する黄
色ブドウ菌株が感染宿主のオートファジー
を抑制することが示唆された。 
 
 
２．研究の目的 
 本 研究課 題 では、 遺 伝子組 換 え 型
TSST-1(rTSST-1)を用いて、本毒素のHeLa 229
細胞におけるオートファジー抑制分子メカ
ニズムを解明することを目的とした。さらに、
黄色ブドウ球菌のオートファジー回避動態
について非病原性菌株(S. aureus RN4220)と
その TSST-1 発現株(RNtst)、およびスーパー
抗原活性欠損 TSST-1 を持つ黄色ブドウ球菌
株（RNmtst）を用いた解析を行い、これらの
戦略により本菌の寄生性の促進への TSST-1
の関与について明らかにすることを目的と
した。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 宿主細胞株と培養条件 
HeLa229 (ヒト子宮頸癌細胞株)は10% ウシ胎
児血清(FBS)および 0.03%の L-glutamine と 
1× non-essential amino acids を添加した
Eagle's minimal essential medium (MEM)に
て 37℃、5% CO2の条件で培養した。 
 
(2) rTSST-1 と標的タンパク質の相互作用の
解析 
TSST-1の標的タンパク質をFar-Westernブロ
ットにより検出した。 HeLa 細胞の全タンパ
ク質に対して二次元ゲル電気泳動を行った
後 PVDF 膜に転写し、TSST-1 と共にインキュ
ベートした。結合した TSST-1 を抗 TSST-1 抗
体で検出した。 さらに TSST-1 結合タンパク
質を液体クロマトグラフィー/質量分析/質
量分析により分析し、同定した。 TSST-1 と
標的タンパク質との相互作用を、プルダウン
アッセイによって確認した。  

（3）GFP-TSST-1 結合タンパク質遺伝子の解
析 
 TSST-1 結 合 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を
pEGFP-C2 プラスミドに挿入し、次いで
Lipofectamine 2000 を用いて HeLa 229 細胞
に導入した。24 時間後、緑色蛍光を共焦点顕
微鏡下で確認した。 遺伝子サイレンシング
は RNA 干渉によって行った。標的遺伝子に対
する siRNA を Hi-PerFect トランスフェクシ
ョン試薬により HeLa 229 細胞に導入した。  
 
(4) TSST-1 によるオートファジー誘導/抑制
の解析 
 HeLa229あるいはGFP-TSST-1結合タンパク
質発現 HeLa 229 のオートファジー誘導は、1 
μM Torin-1 を加えた buffer でインキュベー
トすることにより行なった。TSST-1 によるオ
ートファジー抑制は、GFP-TSST-1 結合タンパ
ク質発現 HeLa 229 cells を 10 μg/ml の
TSST-1 で処理することにより行った。また, 
Bafilomycin A の添加により lysosome 代謝
を抑制した実験も行なった。 
 オートファジーの誘導および抑制は免疫
染色により確認した。宿主細胞を 4% 
paraformaldehyde で固定後、PBS で洗浄後透
過処理を行った。続いて、オートファゴゾー
ムは抗 LC3 抗体、TSST-1 結合タンパク質は
その抗体を処理後 Alexa Fluoro 568 結合抗
ウサギ IgG で蛍光染色した。この後、蛍光顕
微鏡 (BZX-700, Keyence) で観察した。 
 
(5) 細菌株と培養条件 
 黄色ブドウ球菌株は RN4220 (TSST-1 非産
生、非病原株)と RN+TSST-1 (RN4220 の TSST-1
過剰発現株)を用いた。これらを、tryptic soy 
broth あるいは tryptic soy agar (TSA)にて
37℃、16 時間培養した。その後菌体を回収し、
PBS に懸濁後、濃度を調整した。 
 動物実験におけるスーパー抗原活性を回
避するために、スーパー抗原活性欠損
TSST-1(mTSST-1)を構築し、 RN4220 株に導入
した(RNmtst)。RNmtst は上記のように培養し
て回収した。 培養上清中の mTSST-1 発現を
ウェスタンブロッティングにより確認した。 
mTSST-1 のスーパー抗原活性の欠損は、IFN-
γ測定によって確認した。マウス脾臓細胞を
調製し、RNmtst、RN4220 または RNtst からの
培養上清で処理した。Brain heart infusion
培地を対照として使用した。培養72時間後、
培養上清を回収し、IFN-γを ELISA によって
測定した。 
 
(6) HeLa 229 細胞への黄色ブドウ球菌感染 
 HeLa 229 細胞に MOI100 で YFP 標識黄色ブ
ドウ球菌 RN4220、RNtst または RNmtst を感
染させた。45 分間のインキュベーション後、
リゾスタフィンで細胞外細菌を除去した。 
感染の 4 時間または 24 時間で、細胞内細菌
細胞の計数、または免疫染色を上述のように
行った。 



 
 
４．研究成果 
 
(1) HeLa 229 細胞における TSST-1 と標的タ
ンパク質の相互作用 
 HeLa 229 細胞全タンパク質の Far-Western
ブロットでは、TSST-1 は約 50kDa、 pI8.0 の
タンパク質との相互作用が認められた。 
LC-MS / MS による分析は、TSST-1 が Septin 
family タンパク質の１つと相互作用してい
ることを示した（論文投稿中）。 TSST-1 と
Septin との相互作用は、プルダウンアッセ
イによって証明された。 GFP-Septin 発現
HeLa 229 細胞における TSST-1 の免疫染色は、
TSST-1 が HeLa 229 細胞に入り、Septin 付近
に局在することを示していた。 
 
(2) Septin とオートファジーの相互作用 
TSST-1 と Septin との相互作用は、Septin が
TSST-1 によるオートファジー抑制に関連す
る可能性があることを示唆している。 
GFP-Septin 発現細胞における LC3 の免疫染
色では、オートファゴゾーム周囲に Septin 
が局在していた。結果として Septin がオー
トファジー制御に関わることが示唆された。 
 
(3) TSST-1 は、Septin のオートファジー制
御機能を促進する 
 TSST-1 の Septin 発現に対する効果をさら
に解析した。TSST-1 処理を行った HaLa 229
細胞では、Septin 発現レベルは上昇しなかっ
た。次に、GFP-Septin 発現 HeLa 229 細胞の
免疫染色を行ったところ、TSST-1 は Septin
の分布に影響を与えなかった一方、オートフ
ァゴソーム蓄積を抑制した。さらに、オート
ファゴソームを取り囲む Septin の局在がみ
られ、TSST-1 によるオートファジー抑制に従
って低下した。Septin サイレンシング HeLa 
229 細胞では、TSST-1 によるオートファジー
抑制はキャンセルされた。これらの結果は、
TSST-1 によるオートファジー抑制が Septin
によって媒介されることを示した。これらよ
り、TSST-1 は Septin の発現には影響せず、
Septin のオートファジー調節機能を促進す
ることが示唆された(論文投稿中)。 
 
(4) 黄色ブドウ球菌はオートファゴソーム
に局在し、宿主細胞内菌数およびオートファ
ゴソームは TSST-1 の存在下で減少する 
 黄色ブドウ球菌感染に対する TSST-1 の効
果を解析するために、HeLa 229 細胞を YFP 標
識 RN4220 および RNtst に感染させた。黄色
ブドウ球菌 RN4220 感染細胞では、オートフ
ァジーが誘導されたが、TSST-1 の存在下では
オートファゴソームが抑制された（図 1A）。
RN4220 および RNtst はいずれも、オートファ
ゴソームに局在していた（図 1A および B）。 
TSA プレート上での計測では、HeLa 229 細胞
における RNtst の細菌数は control と比較し

て減少した（図 1C）。これらの結果により、
黄色ブドウ球菌がオートファゴゾーム中で
生存することが示唆された。 
 
（5）mTSST-1 のオートファジー抑制活性の検
証 
 黄色ブドウ球菌が TSST-1 産生によりオー
トファジーを抑制する理由をさらに解明す
るため、マウスモデルを用いた in vivo の実
験を行なった。TSST-1 のスーパー抗原活性を
回避するために作製した RNmtst について培
養上清中のmTSST-1の発現をウェスタンブロ
ッティングにより確認した（図 2A）。 さらに
RNmtstの培養上清はIFN-γ産生を誘導せず、
発現したmTSST-1は超抗原活性を欠いている
ことが分かった。RNmtst の HeLa 細胞への感
染後、対照と比較してオートファジーが抑制
され（図 2B）、mTSST-1 はオートファジー抑
制活性を維持していることを確認した。
RNmtst の細菌数は、control の RN4220 と比
較して減少した（図 2C）。 
 
 
 今後は、マウス遺伝子改変モデルを用いて、
TSST-1 のオートファジー調節 や黄色ブドウ
球菌皮膚感染における役割の解明をさらに
進める予定である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
Fig.1. S. aureus RN4220 localized with 
autophagosomes and number of 
autophagsosomes and bacterial cells 
decrease in the presence of TSST-1. 
YFP-labeling S. aureus RN4220 and RNtst 
were used to infect into HeLa 229 cells. 
(A) At 4 h after infection, immunostating 
of LC3 was performed.  Although 
autophagosomes were suppressed by TSST-1, 
both bacterial strains were localized in 
autophagosomes. (B) Number of S. aureus 
per cell and percentage of S. aureus in 
autophagosomes was randomly quantified 
from 100 cells.  (C) Intracellular number 
of S. aureus was quantified on TSA agar 
plates at 24 h after infection. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.2. mTSST-1 expressed from S. aureus 
RNmtst lacks superantigenic activity. It 
reduces autophagosomes and bacterial 
number in S. aureus-infected cells. (A) 
mTSST-1 expressing S. aureus 4220 (RNmtst) 

was constructed. The expression of toxin 
was confirmed by Western blotting. (B) 
Deficiency of superantigenic activity 
from culture supernatant of RNmtst was 
confirmed by IFN-γ determination. Mouse 
spleen cells were prepared and treated 
with cultured supernatant from S. aureus 
strains. BHI medium and non-treatment were 
used as controls. At 72 h after incubation, 
culture supernatants of spleen cells were 
collected and IFN-γ was determined by 
ELISA. (C) Autophagy suppressing activity 
of mTSST-1 from S. aureus RNmtst infection 
was confirmed by Western blotting. (D) 
Effect of mTSST-1 on intracellular 
bacterial number was confirmed by counting 
on TSA agar plates. 
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