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研究成果の概要（和文）：我々はこれまで黄色ブドウ球菌が産生する毒性ショック症候群毒素-1（TSST-1）のオ
ートファジー抑制活性を見出した。本研究では、本菌の慢性皮膚感染メカニズムとTSST-1の役割について研究を
行った。 この結果、TSST-1がSarABにより温度依存的に調節を受けること、オートファジー抑制はGTPaseの
Septin 7によって仲介されること、上皮細胞で菌の増殖を促進することを明らかにした。マウス皮膚感染モデル
では、TSST-1が組織の損傷と菌の侵入を促進することがわかった。これらの結果は、TSST-1が本菌の持続感染に
関与し、慢性感染を促進する可能性があることを示唆していた。

研究成果の概要（英文）：Toxic shock syndrome toxin-1 (TSST-1) produced by Staphylococcus aureus has 
been shown to suppress autophagy. Regarding this activity, details in mechanism and a role TSST-1 on
 chronic skin infection of S. aureus were studied. TSST-1 expression was temperature-dependently 
regulated by SarAB system. The autophagy suppression mechanism of this toxin was suggested to be 
mediated by a small GTPase, Septin 7. Live-imaging demonstrated that TSST-1 promotes bacterial 
number of S. aureus in the epithelial cells. Skin infection in mouse model showed that TSST-1 
promotes tissue damage and invasion of S. aureus in the deep dermis layer. These results suggested 
that TSST-1 may involve in the persistence of S. aureus in the host cells and promote chronic skin 
infection. 

研究分野：細菌学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
黄色ブドウ球菌の慢性感染機序は明らかになっておらず、その解明が待たれている。本研究では、本菌の毒素
TSST-1がオートファジー抑制を通して細胞内感染を促進する新しい機序を示すことで、慢性感染機序の一端を明
らかにした。この成果は、MRSAをはじめとする多剤耐性黄色ブドウ球菌の感染症予防および治療法開発に貢献
し、さらに薬剤耐性菌の原因となる抗生物質に代わる分子標的創薬にもつながる知見を提供する。

※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 
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。
申請者らの最近の研究において、黄色ブドウ球菌はオートファゴゾーム内局在化と増殖を示す
結果を得た。また、毒素性ショック症候群毒素-1（TSST-1)がオートファゴゾーム形成の抑制を
通して宿主オートファジーを調節することを示す結果を得た。さらに、宿主細胞内 GTPase の１
つである septin7 がこの調節を仲介することを見出した。上記の背景により、TSST-1 はオート
ファジー調節を通して黄色ブドウ球菌の皮膚慢性感染を促進すると考えられる。しかし、その合
目的な役割とメカニズムを理解するにはさらなる研究を要する。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、表皮角化細胞(ケラチノサイト)、およびマウス皮膚感染モデルの系を用いて、
各生育条件下でのTSST-1およびその調節遺伝子の発現プロファイルを明らかにし、さらにTSST-
1 によるオートファジー調節機序と黄色ブドウ球菌の宿主細胞内潜在化機序を統合的に解析す
ることにより、本菌の皮膚慢性感染メカニズムを明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 宿主細胞と培養条件 
 宿主細胞として、HaCaT(ヒト表皮角化細胞株)と HeLa 229 (ヒト子宮頸癌細胞株)を使用した。
HaCaT は 10%ウシ胎児血清(FBS)および 0.03%の L-glutamine を添加した Dulbecco's Modified 
Eagle Medium (DMEM)にて 37℃、5%CO2の条件で培養した。HeLa 229 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) TSST-1 発現解析 
 TSST-1 発現病原菌株(834 株)の培養上清および菌体における TSST-1 の発現を解析した。培養
上清については、Brain Heart Infusion 培地において各生育条件(細胞密度、温度、pH、塩濃度)
培養を行い、吸光度 550nm=1.0 にて培養上清を回収した。タンパク質の濃縮後、ウェスタンブロ
ッティングにより TSST-1 発現を解析した。また菌体については、各温度条件における 3時間の
培養後、菌体を回収し、リアルタイPCRによりTSST-1ならびにその調節因子(SarA, SarB, SigB、
SrrA, SrrB, AgrB,)の発現プロファイルを解析した。 
 
(3) TSST-1 オートファジー調節における分子メカニズムの解析 
HaCaT 細胞における LC3 および septin7 の発現のサイレンシングを HiPerFect Transfection 
Reagent (QAIGEN)を用いて行った。サイレンシング 48 時間後に上記発現をリアルタイム PCR お
よびウェスタンブロッティングで解析した。 
 
(4) TSST-1 によるオートファジー調節と黄色ブドウ球菌のケラチノサイト内潜在化動態の解析 
 オートファゴゾーム形成を通してオートファジーを可視化するため、当初はライソトラッカ
ーの導入により実験を行なったが、不調だったため、レンチウィルスベクターを用いて HaCaT 細
胞と HeLa 229 細胞に RFP-LC3 を導入した。この細胞をガラスボトムプレートに播種し、YFP ラ
ベルを施した黄色ブドウ球菌を 30 分間感染させた。lysostaphin で宿主細胞外の菌を除去した
後、ライブセルイメージングで細胞内のオートファゴゾーム形成と菌の動態を解析した。 
 
(5) 感染実験用 mTSST-1 非産生、非病原性黄色ブドウ球菌株の培養 
 RN4220 (TSST-1 非産生、非病原株)と RN+mTSST-1 (RN4220 のスーパー抗原活性欠損 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 に懸濁した。 
 
(6) 黄色ブドウ球菌の宿主細胞内生存における TSST-1 の効果 
 HeLa 229 細胞を 24well プレートで 16 時間培養した後、上記の黄色ブドウ球菌 RN4220 株と 
RN+mTSST-1 株を感染させ、30 分後細胞外の菌を lysostaphin で除去した。この後、細胞内菌数
を 0日、3日、7日でカウントした。 
 
(7) マウス ATG 欠損皮膚感染モデルを用いた黄色ブドウ球菌感染実験 
 正常マウス(C57BL/6J)および Atg5(オートファジー形成タンパク質)欠損マウスの背部皮膚除
毛後、脱毛クリームを 70％エタノールを含ませた綿棒で擦り込むことにより炎症を誘発させた
（直径 0.5 cm のスポット x2）。 乾燥後、黄色ブドウ球菌（RN4220 株と RN+mTSST-1 株)をこれ
らのスポットに感染させた。感染 7日目に皮膚を採取してパラフィン切片を作製し、グラム染色
により菌の分布を検索した。 



 
４．研究成果 
 
(1) 異なるコンディションにおける TSST-1 発現プロファイルの解析 
黄色ブドウ球菌 834 株を各温度、pH条件の BHI 培
地で培養し、TSST-1 の発現を Western blotting で
解析した。この結果、温度条件については 40℃で
TSST-1 の発現が最大となり、42℃で発現が消失して
いた。pH 条件については、pH7.0 で TSST-1 の発現
が最大となった。さらに、黄色ブドウ球菌 834 株の
BHI 寒天培地上で好気性、微好気性の条件(6-12% 
O2, 5-8% CO2)で培養すると、TSST-1 は微好気性の
条件において好気性条件に比べ3-4倍高い発現を示
した。これらの結果から、黄色ブドウ球菌の細胞内、
組織内感染において、TSST-1 は pH7.0、微好気性条
件、40℃で TSST-1 が高発現することが明らかにな
った。このメカニズムを解明するため、37℃および
40℃における TSST-1 発現関連因子の発現を網羅的
に定量 RT-PCR で解析した。この結果、37℃で TSST-
1 発現を抑制する SarA の発現量が 40℃で減少し、
その上流でSarAを制御するSarRが増加しているこ
とが分かった(図 1)。これにより、SarA-SarR が高
温条件での TSST-1 発現を制御することを示す結果
を得た。 
 
(2) TSST-1 発現/非発現菌株のオートファジー調節とケラチノサイト内潜在化動態の解析 
 RFP-LC3 をレンチウイルスにより上皮細胞に感染させ、RFP-LC3 発現細胞を選別し実験に用い
た。皮膚由来 HaCaT 細胞に比べ子宮由来 HeLa 229 細胞
で強い発現が得られたため、後者を用いた。RFP-
LC3/HeLa 229 細胞に YFP 標識黄色ブドウ球菌（TSST-
1 産生株と非産生株）を感染させ、ライブイメージング
により宿主 autophagosome 形成および細菌の局在化と
細胞内増殖を検討した。この結果、TSST-1 産生・非産
生の両株で autophagosome と細胞質間に菌が局在し、
双方の移動がみられたが、TSST-1 産生株においては、
より少ない autophagosome 量と、より多い細胞内増殖
がみられた(図 2)。このことから TSST-1 のオートファ
ジー抑制と菌の細胞内潜在化促進が示唆された。 
 
(3) TSST-1 オートファジー調節における分子メカニズムの解析 
 TSST-1 は septin7 を介してオートファジーを調節すると考えられる。このメカニズムについ
て上皮細胞株を用いて解析した。HaCaT 細胞で Septin7 遺伝子をサイレンシングすると、qRT-PCR
による LC3 遺伝子の発現が増加した。Western blotting においても、Septin7 遺伝子サイレンシ
ングにおいてLC3B量がサイレンシング無しに比べて著しく増加していた(図3)。この結果から、
Septin7 はオートファゴゾーム形成を調節していることが解明された。 

 
 
 
 



(4) TSST-1 発現/非発現菌株のケラチノサイト内増殖の解析 
 TSST-1 産生・非産生の両菌株感染における HeLa 229 細胞内の菌数を解析した。感染後 Day 0, 
Day 3 の細胞内菌数については、TSST-1 産生・非産生の菌株間で同等だったが、Day 7 では TSST-
1 産生株で細胞内菌数が非産生株より有意に多くなり、各感染条件(MOI :1, 5, 25)で同様な結
果が得られた(図 4)。これらより、TSST-1 が黄色ブドウ球菌の持続感染に関わることを確認し
た。 
 
(5) マウス皮膚創傷モデル慢性感染動態における潜在化メカニズムの解析 
 マウス皮膚創傷モデル慢性感染動態に
おける潜在化メカニズムを検証するた
め、正常マウス (C57BL/6J) お よ び
Atg5(オートファジー形成タンパク質)欠
損マウスを用いて慢性皮膚感染実験を行
った。結果として、正常マウスでは TSST-
1 非産生菌株の多くは皮膚表面に留ま
り、一部が上皮に侵入していたが、皮膚
の傷害は確認されなかった。一方、TSST-
1 産生菌株では、特に上皮レベルで皮膚
の傷害を認め、傷害部での菌の局在を確
認した。また、一部は真皮の深部に達し
ていた(図 5)。Atg5 欠損マウスについて
は、皮膚損傷による肥厚が感染の再現性
に影響することが分かったため、現在飼育条件等の改善を検討している。 
 以上の結果から、TSST-1 が黄色ブドウ球菌の皮膚感染を促進し、これにはオートファジー抑
制が関与することが明らかとなった。現在、これらについての人工皮膚モデルを用いた経時的解
析、慢性感染化のメカニズムについて検証を進めており、これらを論文として公表する予定であ
る。 
 
(6) 総括 
 これらにより、病原性黄色ブドウ球菌の上皮感染において TSST-1 が宿主 Autophagosome 形成
を抑制し、細胞内増殖を促進することが分かった。本研究成果は、黄色ブドウ球菌が宿主オート
ファジーによる細菌クリアランスを回避するための複雑な機構の一端を明らかにした。この結
果から、TSST-1 は MRSA の持続感染にも関わることが考えられ、慢性皮膚感染において、TSST-1
をターゲットとした予防法および治療法が、過剰な抗生物質の使用に代わり有効である可能性
がある。今後は、細菌-宿主相互作用に注目した研究をさらに進める予定である。 
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