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研究成果の概要（和文）：黄色ブドウ球菌が産生するスーパー抗原のTSST-1の新機能の観点から，黄色ブドウ球菌と宿
主の攻防機序について解析し，以下の成果を得た。
 (1)飢餓誘導上皮細胞においてTSST-1はLC3-IIの蓄積とLC3B遺伝子の発現阻害によりオートファジーを抑制した。(2) 
TSST-1のオートファジー抑制はスーパー抗原活性非依存性であった。(3)オートファジーは上皮細胞内での黄色ブドウ
球菌の生存・増殖に関与していることが示唆された。(4)スーパー抗原欠損TSST-1免疫で獲得される黄色ブドウ球菌感
染抵抗性はIL-17A依存性であり，長期記憶免疫応答はIL-10によりマスクされた。

研究成果の概要（英文）：We investigated the role of toxic shock syndrome toxin-1 (TSST-1), a 
superantigenic toxin produced by Staphylococcus aureus during infection.
 (1) As the suppressive mechanism of autophagy by TSST-1, accumulation of LC3-II and the expression of 
LC3B were inhibited by TSST-1 in starvation-induced epithelial cells. (2) Suppression of autophagy by 
TSST-1 was independent of superantigenic activity. (3) The results of S. aureus infection in epithelial 
cells suggested that autophagy might be involved in intracellular survival and proliferation of S. 
aureus. (4) Vaccination of a superantigenic activity-deficient TSST-1 (mTSST-1) induced IL-17A-dependent 
protection against S. aureus infection in mice. On the other hand, long-term memory by vaccination was 
masked by IL-10.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
さまざまな医療関連感染の病原体が問題

となっているが，最も重大な原因微生物は
HA-MRSA（病院獲得型メチシリン耐性黄色
ブドウ球菌）である。さらに MRSA は一般
社会にも拡大し，CA-MRSA（市中獲得型
MRSA）として大きな問題となっている。黄
色ブドウ球菌は極端に高いビルレンスを発
揮するわけではないが，持続感染を引き起こ
し，日和見感染的に重篤な病態を形成する厄
介な病原体である。黄色ブドウ球菌に対する
ワクチン開発について多くの研究がなされ
ているが，決め手に欠いている。 
本研究らは，黄色ブドウ球菌が産生する多

彩な外毒素の中でもスーパー抗原活性を有
するエンテロトキシン (SE)ファミリー分子
に 注 目し研 究 を進め て いる。 本 邦 の
HA-MRSA 分離株の多くが産生する SEC 
(staphylococcal enterotoxin C) と TSST-1 
(toxic shock syndrome toxin-1) のスーパー
抗原活性欠損無毒変異タンパク質をマウス
に免疫すると，皮下免疫のみならず経鼻粘膜
免疫でも黄色ブドウ球菌全身感染を予防で
きることを明らかにした。また，スーパー抗
原活性とともに強い催吐活性を有する SEA
の無毒変異タンパク質でスンクスを免疫す
ると，SEA による嘔吐，すなわちブドウ球菌
性食中毒の予防ワクチンとして有用である
ことを示した。さらに，SEA がスーパー抗原
として T 細胞と反応するのみならず、上皮細
胞や神経細胞に直接作用しうることを明ら
かにした。 
本研究者らが見いだした SE ファミリーの

感染における役割の中でも興味深い事実は，
TSST-1やSEC免疫による黄色ブドウ球菌感
染予防効果が，各毒素を抗体によって中和す
るのみならず，細菌本体の排除にも有効であ
ることである。また，TSST-1 経鼻免疫マウ
スでは，鼻腔粘膜における黄色ブドウ球菌の
付着を阻害し，スーパー抗原活性を介さない
TSST-1 の機能の存在を窺わせた。そこで，
TSST-1あるいはSEC遺伝子欠損黄色ブドウ
球菌を作製し，マウスに全身感染を施行した
ところ，TSST-1 欠損株のビルレンスが低下
した。さらに，TSST-1 は上皮細胞内のオー
トファゴソームの形成を抑制することを見
いだした。一方，黄色ブドウ球菌に対する感
染防御にはT 細胞や Th17 細胞から産生さ
れる IL-17A が重要であることが報告され，
本研究者らもその重要性を確認している。 
 
２．研究の目的 
本研究では、臨床分離株が多く産生し，SE

ファミリーの中でもスーパー抗原に特化し
ている TSST-1 を中心に，SE の新しい機能
を同定することにより，黄色ブドウ球菌と宿
主の攻防メカニズムを解明することを目的
とする。本研究で得られる知見は，HA-MRSA
や CA-MRSA の感染制御に大きく貢献する
ものである。 

３．研究の方法 
(1) 黄色ブドウ球菌：Staphylococcus aureus 

834 株 (野生型 TSST-1 産生臨床株)，Δtst 
株  (834 株の TSST-1 欠損変異株 )，
RN4220 (TSST-1 非産生，非病原株)，
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) で
37℃，16 時間培養した。その後菌体を回
収し，phosphate-buffered saline (PBS)
に懸濁後，分光光度計(波長 550 nm)で濃
度を調整した。 

(2) TSST-1 変 異 タ ン パ ク 質 の 作 製 ：
Site-directed mutation法により，TSST-1
分子上のT細胞レセプターとMHC Class 
II の結合部位を変異させ，スーパー抗原
活性欠損変異タンパク質を作製した。 

(3) TSST-1 遺伝子欠損菌株の作製：シャトル
カセットベクターを設計・構築し，スー
パー抗原遺伝子をノックアウトした
isogenic mutant 株（Δtst 株）を作製し
た。 

(4) TSST-1 過剰発現菌株の作製：tst 遺伝子
を含む遺伝子組換えプラスミドを S. 
aureus RN4220 株(TSST-1 非産生，非病
原株)に electroporation により導入し，
TSST-1 過剰発現株（RN+TSST-1）作製
した。TSST-1 の発現は，Western blotting
により確認した。 

(5) 細胞レベルの黄色ブドウ球菌感染：HeLa 
229 細胞に黄色ブドウ球菌野生型あるい
は変異菌株を m.o.i. 10 ないし 100 で添加
し, 菌の接着，侵入の解析，細胞内菌数の
解析の解析を行なった。細胞内菌数は，
感染細胞を洗浄後，0.5% 3-[(3-cholamido 
propyl) dimethylammonio] -1-propane 
sulfonate (CHAPS)で破壊した。これを
TSA に接種し、細胞内菌数を計測した。 

(6) マウスの感染実験：C57BL/6 マウスは
SPF 環境で飼育し、実験は弘前大学の動
物実験ガイドラインに従って行なった。
6-10 週齢の雌について、5×107 CFU ない
し 1×108 CFUの黄色ブドウ球菌を静脈内
に投与し，生存率および臓器中の菌数を
分析した。一部の実験では，5×105 CFU 
の Listeria monocytogenes あるいは
1×106 CFUのCandida albicansを静脈内
に投与し，生存率および臓器中の菌数を
分析した。 

(7) TSST-1変異タンパク質とT細胞レセプタ
ー・MHC class II 分子の結合：遺伝子組
換え T 細胞レセプター及び MHC class II
分子を作製し，TSST-1 変異タンパク質と
の親和性を BIACORE 2000 を用いて表
面プラズモン共鳴により測定した。 

(8) オートファジーの評価：HeLa229 細胞を
TSST-1 処理あるいは黄色ブドウ球菌感
染させ，オートファジーマーカー (LC3)，
リ ソ ソ ー ム マ ー カ ー  (LAMP2 ，
LysoTracker) の分布と発現量について



共焦点レーザー顕微鏡を用いて解析した。
一部の実験では，透過型電子顕微鏡 JEM 
1250 で観察した。 

(9) mTSST-1 ワクチン免疫とその効果の評
価：T 細胞レセプターの結合部位のうち，
N 末端から 135 番目のヒスチジンをアラ
ニンに置換しスーパー抗原活性を欠損さ
せ た 遺 伝 子 組 換 え 変 異 TSST-1 
(mTSST-1) をワクチン抗原として，
C57BL/6 マウスに alum adjuvant ととも
に皮下免疫した。一部の実験では IL-17A
遺伝子欠損マウスを用いた。 

 
４．研究成果 
(1) TSST-1スーパー抗原活性部位の検索：

TSST-1のスーパー抗原の活性部位を同定
するためにTSST-1の各部位のアミノ酸を
アラニンやグリシンに置換した変異遺伝
子組換え標品を作製し，スーパー抗原活性
とＴ細胞レセプター及びMHCクラスII分
子への結合親和性を測定した。その結果，
T細胞レセプターへの結合はN末端135番
目のヒスチジン，MHCクラスII分子への
結合は37番目のアスパラギンが必須であ
ることが明らかとなった。 

(2) TSST-1のオートファジー抑制関連分子：
TSST-1による飢餓誘導上皮細胞（
HeLa229株)における誘導抑制について関
与する分子を知るために， TSST-1処理上
皮細胞を用いて解析したところ，TSST-1
はLC3-IIの蓄積のみならず，LC3-Iの量と
LC3B遺伝子の発現を阻害することが示さ
れた。 

(3) TSST-1 のオートファジー抑制における
スーパー抗原活性の関与：TSST-1 のオー
トファジー抑制におけるスーパー抗原活
性の必要性を知るために，スーパー抗原
活性を有する SE ファミリーの代表であ
る SEA，SEB，SEC について抑制効果を
検討したが，TSST-1 とは異なり他の SEs
にはオートファゴソーム形成抑制作用が
認められなかった。一方，スーパー抗原
を欠損させた mTSST-1 ではオートファ
ジー抑制活性が認められた。これらの結
果から，TSST-1 のオートファジー抑制に
スーパー抗原活性が関与しないことが示
唆された。 

(4) TSST-1 依存性オートファジーの黄色ブ
ドウ球菌感染における関与（Δtst 株）：
TSST-1 遺伝子を欠損した変異株（Δtst 
株）を HeLa229 細胞に感染させると，野
生株感染と比較して栄養飢餓やラパマイ
シンにより誘導されるオートファゴソー
ム数が多かった。一方、細胞内の生菌数
は野生株に比べ変異株で少なく、オート
ファジーは上皮細胞内での黄色ブドウ球
菌の生存・増殖に関与していることが示
唆された。 

(5) TSST-1 依存性オートファジーの黄色ブ
ドウ球菌感染における関与（TSST-1 過剰

発現株）：さらに，主要な病原遺伝子を保
有しない黄色ブドウ球菌RN4220株に tst
遺伝子あるいはスーパー抗原活性を欠損
した tst (mtst) 遺伝子を導入し，これら
の分子を過剰発現させた株を作製して検
討を行った。これらの株を HeLa229 細胞
に感染させた場合，RN4220 野生株感染
に 比 べ 、 TSST-1 過 剰 発 現 株 
(RN+TSST-1) と mTSST-1 過剰発現株 
(RN+mTSST-1) はともに、オートファゴ
ソーム数は減少していた。また， RN4220
野 生 株 に 比 べ 、 RN+TSST-1 と
RN+mTSST-1 はともに、細胞内での増殖
が低下していた。(4)の結果と総合すると，
黄色ブドウ球菌にとってオートファゴソ
ームは増殖あるいは生存の場である可能
性が示唆された。 

(6) mTSST-1 の黄色ブドウ球菌感染に対する
ワクチン効果のメカニズム： mTSST-1
（スーパー抗原欠損 TSST-1）で免疫した
マウスでは黄色ブドウ球菌感染に対し抵
抗性を獲得することのメカニズムとして，
特異抗原であるTSST-1刺激によりT細
胞及び CD4 陽性 T 細胞から産生される
IL-17A が必須な役割を果たしていること
が示唆された。mTSST-1 で免疫したマウ
スでは，黄色ブドウ球菌のみならずリス
テリア (L. monocytogenes) やカンジダ 
(Candida albicans) に対しても感染抵抗
性が付与された。しかし，免疫後の長期
記憶の時期に各菌を感染させた場合，感
染抵抗性は見られなくなった。その原因
を探求したところ，記憶細胞が消失した
わけではなく，IL-17 の代わりに IL-10 
を産生するため感染抵抗性が抑制される
こと，抗 IL-10 抗体の投与により各菌の
感染抵抗性と IL-17 産生が回復すること
が見いだされた。これらのワクチン効果
は，TSST-1 あるいは TSST-1 産生黄色ブ
ドウ球菌刺激後にみられることから，
TSST-1特異的に産生された IL-17による
バイスタンダー効果である可能性が示唆
された。 
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