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研究成果の概要（和文）：糖尿病患者は黄色ブドウ球菌による感染が重篤化しやすい。しかし、糖尿病患者に対
して黄色ブドウ球菌が重篤な感染症を引き起こすために必要な宿主環境適応機構は不明であった。本研究で我々
は、高血糖カイコ感染モデルを用いた黄色ブドウ球菌の網羅的な遺伝子発現解析を行った。糖尿病カイコ体内で
黄色ブドウ球菌の分岐鎖アミノ酸合成に関わる酵素の遺伝子群の発現が上昇していた。これらの遺伝子は、糖尿
病カイコに対する黄色ブドウ球菌の感染に必要であるが、通常状態のカイコに対する感染に必要でなかった。以
上の結果から、黄色ブドウ球菌が分岐鎖アミノ酸合成の上昇を介して糖尿病状態の宿主環境に適応することが示
唆された。

研究成果の概要（英文）：Diabetic patients are sensitive to infection caused by Staphylococcus aureus
 and the infectious diseases become severe. However, the molecular mechanisms in S. aureus to adapt 
the host environment to cause the severe infection in diabetic patients were unknown. In this study,
 we performed comprehensive gene expression analysis of S. aureus in the body of diabetic silkworm 
and normal silkworm, and identified genes involved in metabolic pathways necessary for adapting to 
the diabetic host environment. Comprehensive gene expression analysis showed that expression of the 
genes encoding enzymes involved in the synthesis of branched chain amino acids of S. aureus was 
elevated in diabetic silkworm. These gene-disrupted mutants are necessary for infection against 
diabetic silkworms but are not required for that against normal silkworms. These results suggest 
that Staphylococcus aureus adapts to diabetic host conditions via elevated branched chain amino acid
 synthesis.

研究分野：細菌学
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１．研究開始当初の背景 
糖尿病は、慢性的な高血糖や耐糖能の低下
を示す症状のことである。日本においては、
予備軍も含めて糖尿病患者数は 2210 万人で
あり、さらに増加する傾向にある（平成 19
年度、厚生労働省、国民健康・栄養調査）。
近年、糖尿病治療薬の代表格であるインスリ
ンに対して抵抗性を示す患者(II 型糖尿病)が
激増しており、世界的に社会問題となってい
る (Zimmet et al., 2001)。糖尿病状態が継続さ
れると、重篤な糖尿病合併症（網膜症、腎症、
末しょう神経障害、感染症）が引き起こされ
る。糖尿病患者の 5%は細菌感染症に罹患し
ており、慢性的に細菌感染症が併発している
糖尿病患者では、次第に糖尿病治療が効果を
示さなくなる。患者の糖尿病症状が重篤化し
ていくと、敗血症や髄膜炎など致死的な感染
症を発症する(Powlson AS, et al., 2010)。糖尿
病患者は、特定の病原性細菌による感染症に
対して感受性になることが報告されている 
(Baker et al., 2006; Joshi et al., 1999; Kanafani et 
al., 2009; McAlister et al., 2005)。糖尿病患者に
おける黄色ブドウ球菌による敗血症や足部
潰瘍によるリスクは健常人に比べて高く、糖
尿病マウスは黄色ブドウ球菌による感染に
対して感受性である。病原性細菌は宿主環境
を認識して様々な環境適応因子の発現を調
節してその環境に適応できる。黄色ブドウ球
菌は糖尿病宿主環境に適応して病原性を発
揮すると考えられる。よって、黄色ブドウ球
菌が糖尿病宿主内での環境に適応して高病
原性を示す能力があることを示唆している
が、その分子機構の多くは不明である。 
 糖尿病宿主に対する病原性のための細菌
の環境適応に関わる遺伝子の同定は、その分
子機構を解明するために必要である。これま
でに、カイコに種々の病原性細菌を感染させ
ると感染死すること、さらに黄色ブドウ球菌
が感染したカイコ感染モデルを用いて黄色
ブドウ球菌の病原性遺伝子を複数同定して
いる(Kaito C, et al., 2002)。一方、我々は高グ
ルコース餌の給餌によりカイコが高血糖と
なることを見出している(Matsumoto Y, et al., 
2011)。そこで、我々はカイコの高血糖モデル、
及び感染モデルが糖尿病宿主環境に適応す
るために必要な細菌の遺伝子の同定を通じ
た分子機構の解明に有用なのではないかと
考えて、カイコ感染モデルを確立した。本研
究では、この高血糖カイコ感染モデルを用い
た黄色ブドウ球菌の糖尿病宿主内での網羅
的な遺伝子発現解析を基軸に、糖尿病宿主環
境適応機構の解明を試みた。 
 
２．研究の目的 
高血糖カイコ感染モデルを用いた黄色ブド
ウ球菌の遺伝子発現を介した糖尿病宿主環
境適応機構を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)カイコの飼育条件、注射条件 

 カイコの飼育条件、注射条件については、
Kaitoらの報告にしたがった(Kaito C et al., 
2002)。 
 
(2)高血糖カイコの飼育条件 
 高血糖カイコの飼育条件については、こ
れまでに我々が確立した方法にしたがった
(Matsumoto Y et al., 2015)。抗生物質を含ま
ない稚蚕人工飼料にグルコースを添加して、
均一になるまで混合することにより高グル
コース餌を作成した。10％のグルコースを含
む餌を高グルコース餌として使用した。5 令
1 日目のカイコに高グルコース餌を 1.1g/匹
の割合で 18-24時間摂食させて高血糖カイコ
とした。カイコは 27℃の条件にした安全キャ
ビネット内で飼育した。 
 
(3)黄色ブドウ球菌の培養条件 
 黄色ブドウ球菌の培養条件については、
Kaitoらの報告にしたがった(Kaito C et al., 
2005)。黄色ブドウ球菌を Tryptic soy broth 
(TSB) 培地中で 37℃条件下において好気的
に培養した。50 mlのファルコンチューブに 5 
ml の培地を入れ、150 回 / 分の振とう条件
にて各菌を培養した。前培養により得られた
一晩培養液を新しい培地に 1000 倍希釈し、
さらに一晩培養することにより本培養を行
った。 
 
(4)カイコを用いた感染実験 
 カイコ感染実験については、Kaitoらの報
告にしたがった(Kaito C et al., 2002)。5令 1
日目のカイコに抗生物質を含まない人工飼
料を与えて、27℃の恒温恒湿安全キャビネッ
ト (日本エアーテック株式会社) で一晩飼育
した。その後に、カイコの第 5体節背側の模
様の間から注射筒 (1 ml)と 27ゲージの注射
針 (27G×3/4.テルモ社製) を用いてカイコ
に 0.05 mlのサンプルを注射した。菌液を注
射した後、カイコに餌を与えずに 27℃で飼育
した。ピンセットで触っても動かないカイコ
を死亡したと判定した。 
 
(5)カイコ体液中の黄色ブドウ球菌の回収と
網羅的な遺伝子発現解析 
 黄色ブドウ球菌の菌液を通常カイコもし
くは高血糖カイコの血液中に投与した。感染
から 18 時間後に、カイコ前足にハサミで傷
をつけることにより体液を漏出させた。漏出
したカイコの体液を回収し、Qiagen RNA 
mini-kitを用いて RNAを抽出した。抽出した
RNAを元に、次世代シークエンサーを用いて
RNA-seq 解析を行った。得られたデータは
CLC genomic work benchを用いた比較解析
を行い、発現量が上昇した遺伝子群を同定し
た。 
 
(6)黄色ブドウ球菌の遺伝子操作 
大腸菌への形質転換、大腸菌からのプラス
ミド抽出、PCR反応、サザンブロット解析は



以前報告された方法に従った(Inoue et al., 
2001)。目的の遺伝子が破壊されていることは
サザンブロット法により確証した。 
 
４．研究成果 
(1)高血糖カイコ感染モデルを用いた黄色ブ
ドウ球菌の宿主内遺伝子発現変動の解析 
これまでに我々は、高血糖カイコが黄色ブ
ドウ球菌感染に感受性であることを見出し
ている。本研究で我々は、高血糖カイコ体内
で発現上昇する黄色ブドウ球菌の遺伝子群
の網羅的な同定を試みた。通常、及び高血糖
にしたカイコに黄色ブドウ球菌を感染後、カ
イコの体液中の黄色ブドウ球菌を回収して
RNA-seq解析を行った。高血糖カイコから回
収した黄色ブドウ球菌では、通常カイコから
回収した黄色ブドウ球菌より、89 遺伝子につ
いて2倍以上の発現上昇が見られた。我々は、
これら遺伝子群をカテゴリー分けしたとこ
ろ、アミノ酸合成に関わる遺伝子群、ビタミ
ン代謝経路に関わる遺伝子群、鉄利用に関わ
る遺伝子群などが発現上昇していることが
わかった。この結果は、黄色ブドウ球菌が糖
尿病宿主環境に適応するためにいくつかの
生体化合物の合成、代謝経路を活性化させる
ことを示唆している。 
 
(2)黄色ブドウ球菌の遺伝子欠損株における
高血糖カイコに対する感染能の評価 
我々は、上記で記載した各カテゴリーにお
ける代表的な遺伝子を選択し、黄色ブドウ球
菌の遺伝子欠損株を作成し、高血糖カイコに
対する感染能が低下しているか検討した。分
岐鎖アミノ酸合成経路に関わる遺伝子であ
る ilvD遺伝子の欠損株では、高血糖カイコに
対する殺傷能が低下していたが、通常カイコ
に対する殺傷能は低下していなかった。 
IlvD タ ン パ ク 質 は 、
(R)-2,3-Dihydroxy-3-methylpentanoate や
(R)-2,3-Dihydroxy-3-methylbutanoate を基
質として、 (S)-3-Methyl-2-oxopentanoic 
acid と 3-Methyl-2-oxobutanoic acid を合成
する酵素であり、この過程は、それぞれイソ
ロイシンとバリンを合成するために必要で
ある(図１)。IlvBタンパク質や IlvCタンパク
質は、IlvDタンパク質の基質をピルビン酸か
ら合成するために必要な酵素である(図１)。
また、ilvB, ilvC遺伝子は、高血糖カイコの体
内で発現上昇する遺伝子群に含まれていた。
そこで我々は、ilvB, ilvC遺伝子欠損株も ilvD
遺伝子欠損株同様に高血糖カイコに対する
殺傷能が低下しているのではないかと考え
た。ilvB遺伝子欠損株、ilvC 遺伝子欠損株は
どちらも高血糖カイコに対する殺傷能が低
下していた。一方で、通常カイコに対する殺
傷能は低下していなかった。以上の結果は、
黄色ブドウ球菌が糖尿病宿主内で分岐鎖ア
ミノ酸合成経路の発現上昇を介して糖尿病
宿主環境に適応して病原性を発揮すること
を示唆している。 

 
(3)まとめ 
 本研究から、糖尿病宿主の環境に適応する
ために黄色ブドウ球菌が分岐鎖アミノ酸合
成経路の発現を上昇させることを明らかに
した。糖尿病宿主環境内で黄色ブドウ球菌は、
分岐鎖アミノ酸を取り込めない、もしくは大
量に必要とする条件となっており、合成経路
の活性化がその環境における生存に重要に
なっていると考えられる。なぜ、糖尿病宿主
内で黄色ブドウ球菌が分岐鎖アミノ酸の合
成を促進する必要があるのかについては今
後の課題である。本研究を通じて、糖尿病患
者における黄色ブドウ球菌感染症の重篤化
に対する予防法や治療法の開発として、分岐
鎖アミノ酸合成酵素に対する阻害剤の開発
が貢献する可能性があると私は考えている。 
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図 1 黄色ブドウ球菌の分岐鎖アミノ酸
合成経路 
ピルビン酸からイソロイシン、もしくは
バリンを合成する過程で関わる酵素群
とその生成物を示す。 
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