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研究成果の概要（和文）：バイオフィルムが医療器具やヒトの組織の表面に形成された場合、慢性的な難治性感
染症を引き起こす。本研究では、分子シャペロンやRNAなどのマトリクス成分に着目し、黄色ブドウ球菌や大腸
菌によるバイオフィルム形成のメカニズムの解明を試みた。まず、黄色ブドウ球菌のバイオフィルムで重要な役
割を果たすマトリクス成分（RNA、分子シャペロン、分泌タンパク質Eapなど）の性状や機能を明らかにした。ま
た、DnaKによる菌体外アミロイド線維Curliの形成制御機構を解明し、効果的なバイオフィルム阻害法を考案し
た。これらの結果は、バイオフィルム感染症に対する予防法・治療法開発の研究基盤になり得るものである。

研究成果の概要（英文）：Biofilms can cause chronic infectious diseases upon their formation on 
medical devices and human tissues. In this study, we aimed to elucidate the mechanisms of biofilm 
formation in Staphylococcus aureus, Escherichia coli, and other bacteria. We uncovered 
characteristics and functions of biofilm matrix components such as molecular chaperones and RNA in 
biofilms formed by S. aureus and other bacteria. In parallel, we found that DnaK chaperone controls 
the homoeostasis of Curli biogenesis at multiple stages to organize the biofilm matrix. Based on 
these findings, we developed an efficient strategy to inhibit the biofilm formation. These results 
provide significant insights for developing anti-biofilm therapies.

研究分野：微生物学、分生生物学、生化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞外での分子シャペロンやRNAの機能を明らかにした本研究成果は、これらに関する既存の概念を書き換える
ものであり、学術的意義が高い。また、黄色ブドウ球菌などのバイオフィルム形成メカニズムの一端を解明でき
たことは、昨今問題となっている難治性のバイオフィルム感染症に対する予防・治療法開発の研究基盤になり得
るものであり、社会的にも意義深いものである。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 １．研究開始当初の背景 
バイオフィルムがカテーテルやペースメーカーなどの医療器具の表面に形成されると、抗菌
薬や免疫系・貪食細胞系の働きに高度の耐性を示すため、慢性的な難治性感染症を引き起こす。
そのため、バイオフィルム感染症の的確な予防法・治療法の開発が社会的に求められている。
バイオフィルムは、菌体とそれを包み込むマトリクス（バイオフィルムマトリクス）により構
成される。バイオフィルムマトリクスの成分としては、菌体外多糖、タンパク質、菌体外 DNA
が知られており、生育環境や遺伝的背景の違いによって組成が異なる。バイオフィルムマトリ
クスの組成は、バイオフィルムの性質（強固さや量）に深く関係しており、その全容の解明は、
個々の菌株のバイオフィルムの性状や形成メカニズムの解明において重要である。そこで我々
は、バイオフィルムマトリクスの回収法と構成成分の同定法を確立し、バイオフィルム感染症
の主要な起炎菌である黄色ブドウ球菌のバイオフィルムマトリクスを解析した。その結果、通
常、細胞の内部で機能すると考えられている分子シャペロンや低分子 RNA がマトリクス中に
存在し、黄色ブドウ球菌のバイオフィルム形成に重要であることを発見した。これらのことか
ら、我々は詳細な分子メカニズムを解明することで、細菌の生態（バイオフィルム）と分子シ
ャペロンおよび RNAを繋ぐ新たなパラダイムの発見につながる可能性を想起した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、分子シャペロンや RNA などのバイオフィルムマトリクス成分に着目し、黄色
ブドウ球菌や大腸菌のバイオフィルム形成の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）黄色ブドウ球菌臨床分離株のバイオフィルム形成能とマトリクス成分の解析 
 慈恵医大病院で分離された４７種類の黄色ブドウ球菌臨床分離株について、バイオフィルム
形成に最適な培地条件を調べた。本研究では、Brain Heart Infusion（BHI）培地、グルコース添
加 BHI（BHIG）培地、NaCl添加 BHI（BHIN）培地、Tryptic Soy Broth（TSB）培地、グルコー
ス添加 TSB（TSBG）培地、NaCl添加 TSB（TSBN）培地を用いた。バイオフィルムの形成は、
９６穴ポリスチレンプレートを用いて静置培養で実施し、プレートの底面に形成されたバイオ
フィルムをクリスタルバイオレットで染色後、プレートリーダーを用いて吸光度を測定した。
また、それらの培地を用いて形成されたバイオフィルムの重要な成分を明らかにするために、
DNase I、RNase A、Proteinase K、Dispersin B（菌体外多糖分解酵素）に対する感受性を調べた。
さらに、1.5 M NaCl溶液を用いたマトリクスの抽出法（Chiba, Sugimoto et al. Microb. Biotechnol. 
2015）を用いて、上記の臨床分離菌株のマトリクス成分を解析した。 

（２）菌体外核酸の塩基配列の決定と機能解析 
 メチシリン耐性黄色ブドウ球菌（MRSA）臨床分離株である MR10 株のバイオフィルムマト
リクスに低分子 RNA が含まれており、バイオフィルムの構造維持に重要であることを発見し
た。そこで、それら低分子 RNA の塩基配列を、次世代シーケンサー（NGS）を用いて解析し
た。また、ゲノム DNAと菌体外 DNAについても NGSで塩基配列を決定した。次に、高分解
能共焦点レーザー顕微鏡を用いて、蛍光標識した低分子RNAと菌体外多糖の局在を観察した。
菌体外多糖の局在の観察には、蛍光標識した wheat germ agglutinin（WGA）を用いた。さらに、
低分子 RNA がバイオフィルムの内部へ取り込まれる機構を明らかにするために、菌体外多糖
などの生体高分子と RNA の直接的な相互作用を、プルダウン法や表面プラズモン共鳴法を用
いて解析した。 

（３）黄色ブドウ球菌のマトリクスタンパク質 Eapと相補的に機能するタンパク質の探索 
 メチシリン耐性黄色ブドウ球菌（MRSA）臨床分離株である MR23 株は、タンパク質を主成
分とするバイオフィルムを形成し、マトリクス中に分泌タンパク質である Eapを多量に含むこ
とを明らかにしている（Sugimoto et al. J. Bacteriol. 2013）。また、Eapはバイオフィルム形成促
進効果を有するため、MR23 株のバイオフィルム形成において Eapが重要な役割を果たすと予
想された。しかし、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量は低下
しなかった。このことより、MR23 株には Eap 以外にも重要な役割を果たすタンパク質が存在
すると推察された。そこで、種々の遺伝子欠損株を作製し、バイオフィルム形成量が低下する
遺伝子欠損株の探索を行なった。また、バイオフィルムの構造を共焦点レーザー顕微鏡や大気
圧走査電子顕微鏡（ASEM）（Sugimoto et al. Sci. Rep. 2016）を用いて観察した。 

（４）DnaKの変異体解析 
 これまでに我々は、細胞質分子シャペロンである DnaK がバイオフィルムマトリクス中に存
在し、バイオフィルム形成を促進することを見出している。本研究では、DnaK の生理活性と
バイオフィルム促進効果との相関性を明らかにするため、ドメイン欠損変異体および部位特異
的変異体を作製し、黄色ブドウ球菌のバイオフィルム形成に対する促進効果を調べた。 



（５）DnaKによる菌体外アミロイド線維 Curliの形成制御機構 
 これまでの研究で、分子シャペロン DnaKが大腸菌のマトリクス成分である Curliの形成に必
須であることを見出していたが、その作用機序は不明であった。そこで、大腸菌 K-12 野生株
と dnaK 欠損株について Curli の産生に関わる遺伝子の発現をマイクロアレイやリアルタイム
PCRで解析した。次に、Curliの産生に関わる転写制御因子（RpoSおよび CsgD）の大腸菌細胞
内での量と質（可溶性度）を解析した。また、CsgDや CsgAに関して、無細胞タンパク質合成
システムである PURE Systemを用いて、これらの凝集体形成に与える DnaKシャペロンシステ
ム（DnaK-DnaJ-GrpE）の効果を調べた。さらに、super folder GFP（sfGFP）を C末端側に融合
した CsgA（CsgA-sfGFP）を用いて細胞内での CsgAの局在と凝集体形成を観察した。 

（６）DnaKを標的としたバイオフィルム阻害剤の開発 
 大腸菌のバイオフィルム形成において重要なマトリクス成分である Curli の産生には、分子
シャペロン DnaKが必須である。以前、我々は DnaKの機能を in vitroにおいて阻害することが
報告されたミリセチンを用いて、大腸菌 K-12株のバイオフィルム形成と Curliの産生を抑制で
きることを報告している（Arita-Morioka, Sugimoto et al. Antimicrob. Agents Chemother. 2015）。
本研究では、ミリセチン類縁体を用い、より効果的な化合物の探索を行なった。大腸菌 K-12
株および病原性大腸菌 O157 を用い、YESCA培地を用いて 30℃で７日間培養し、96穴ポリス
チレンプレートの壁面に形成されたバイオフィルムをクリスタルバイオレットで染色し、バイ
オフィルムの形成量を評価した。 
 
４．研究成果 
（１）黄色ブドウ球菌臨床分離株のバイオフィルム形成における菌体外 DNAの重要性 
４７種類の黄色ブドウ球菌臨床分離株のバイオフィルム形成条件を検討した結果、ほとんど
の株においてグルコースを添加した培地（BHIGや TSBG）においてバイオフィル形成量が増加
することを確認した。また、少数ではあるが、BHIN 培地で最もバイオフィルムを形成する株
も存在した。次に、バイオフィルムの酵素感受性やマトリクス成分を解析したところ、多くの
バイオフィルムは DNase Iに感受性を示し（バイオフィルム形成が阻害され、いったん形成さ
れたバイオフィルムも破壊された）、それらのマトリクス中には共通して菌体外 DNAが含まれ
ることを確認した。これらの結果は、菌体外 DNA が最も普遍的かつ重要な役割を果たすこと
を示している（Sugimoto et al. Sci. Rep. 2018）。 

（２）菌体外核酸の塩基配列と機能 
 MRSA臨床分離株である MR10 のバイオフィルムマトリクスに含まれる低分子 RNAの塩基
配列を次世代シーケンサーで解析した。その結果、黄色ブドウ球菌に由来する特定の RNA が
バイオフィルムマトリクスに含まれることがわかった。また、ゲノム DNAと菌体外 DNAにつ
いても塩基配列を決定したところ、得られた菌体外DNAの配列はゲノムDNAと酷似していた。
よって、菌体外 DNA は溶菌等によりゲノム全長が菌体外へ放出され、バイオフィルムマトリ
クス内に取り込まれている可能性が高いと考えられる。 
 また、高分解能共焦点レーザー顕微鏡を用いて、低分子 RNAの局在を観察した。その結果、
RNAが菌体外多糖と共局在することを見出した。次に、菌体外多糖と低分子 RNAの直接的な
相互作用を表面プラズモン共鳴法で解析したところ、精製した菌体外多糖と低分子 RNA が直
接結合することが示された。さらに、菌体外多糖の産生に必須である icaA遺伝子欠損株では、
マトリクスに含まれる RNAが顕著に減少した。これらの結果より、低分子 RNAのバイオフィ
ルムへの取り込みには菌体外多糖が重要な役割を果たしていると考えられる。 

（３）マトリクスタンパク質 Eapと細胞壁アンカータンパク質 SasGの機能 
MRSA臨床分離株MR23を親株として、様々な遺伝子欠損株を作製し、それらのバイオフィ
ルム形成量を調べた。その結果、① Eapと細胞壁アンカータンパク質 SasGがバイオフィルム
形成量を規定する上で Redundant に機能すること、② SasG は細胞壁に共有結合した状態でバ
イオフィルム形成に寄与すること、③ SasGは DNAに結合し、その分解を抑制すること、④ eap
と sasGの二重遺伝子欠損株はカイコに対する病原性が低下することを見出した。次に、共焦点
レーザー顕微鏡を用いてバイオフィルムの構造を観察した。その結果、野生株や∆sasG 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、∆eap株では厚く平坦なバイオフィ
ルムが観察され、∆eap ∆sasG株では薄く平坦なバイオフィルムが観察された。さらに、ASEM
を用いてバイオフィルム形成の初期段階を観察した結果、野生株や∆sasG 株では高度に凝集し
た菌の集塊が固体表面に付着しており、∆eap株や∆eap ∆sasG株では分散した状態で表面に付着
している様子が観察された。これらの結果は、Eap が菌の凝集を強く誘導することで、複雑な
バイオフィルムの構造形成に寄与することを示唆している。以上より、Eapと SasGはバイオフ
ィルムの形成量の点では相補的に機能するが、バイオフィルムの立体構造構築の点では異なる



機能を有することがわかった（Yonemoto et al. Infect. Immun. 2019）。 

（４）バイオイフィルム形成における菌体外 DnaKの作用機序 
 DnaK ドメイン欠損変異体および部位特異的変異体を発現・精製し、バイオフィルム形成量
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促進効果を調
べた。その結果、N末端のヌクレオチド結合ドメイン（NBD）のみでバイオフィルム形成促進
活性を示し、C 末端の基質結合ドメイン（SBD）はバイオフィルム形成促進活性を示さなかっ
た。また、部位特異的変異体の解析結果から、DnaKは ATPase活性と基質結合活性に依存せず、
黄色ブドウ球菌のバイオフィルム形成を促進することがわかった。また、NBDは黄色ブドウ球
菌の菌体に比較的強く結合するが、SBDはほとんど結合しないことが分かった。さらに、DnaK
がポリスチレンプレートの表面にはほとんど結合しなかったことから、DnaK は菌の固体表面
への付着ではなく、従来の分子シャペロンとしての機能とは全く異なる様式で菌体同士の接着
を促していると考えられる。 

（５）菌体外アミロイド線維 Curliの形成制御における DnaKのマルチ機能 
 マイクロアレイ解析やリアルタイム PCR によって遺伝子発現を解析した結果、dnaK欠損株
では Curliの産生に関わる Curli-specific gene（csg）遺伝子群（csgABCDEFG）の転写量が低下
していた。そこで、主に csgDEFG オペロンの発現を正に制御する定常期特異的なシグマ因子
RpoS の総タンパク質量と可溶性タンパク質量を解析した。その結果、dnaK欠損株では可溶性
の RpoSタンパク質量が顕著に減少することが分かった。また、dnaK欠損株では csgBACオペ
ロンの発現を正に制御する CsgDの可溶性タンパク質量も大幅に減少した。PURE Systemを用
いた試験管内タンパク質合成・凝集体形成実験からも CsgD のフォールディングに DnaK シャ
ペロンシステム（DnaK/DnaJ/GrpE）が重要であることが支持された。次に、CsgA-sfGFP レポ
ーター株を用いて CsgAの細胞内における局在と凝集体形成を可視化したところ、大腸菌 K-12
野生株では菌の縁に蛍光が観察され、大部分の CsgA-sfGFPが N末端のシグナル配列が切断さ
れた状態でペリプラズムに局在することがわかった。一方、dnaK欠損株では、細胞質に凝集体
と思われる輝点が多数観察された。PURE Systemを用いた解析から、DnaKは CsgAの凝集を抑
制するが、GroEL/ES や SecB は抑制しないことがわかった。これらのことから、CsgA はリボ
ソームで合成された後、細胞質で凝集しないように DnaK によって保護されていると考えられ
る。また、変異体解析、表面プラズモン共鳴解析、およびペプチドスキャン解析の結果、DnaK
は CsgAのシグナル配列のうち、特に N末端の数アミノ酸残基を認識して結合することで、細
胞質における CsgAの凝集を抑制することが示された。以上より、Curliの形成には、細胞質分
子シャペロン DnaKが多面的に機能することが重要であることが明らかとなった（Sugimoto et 
al. Commun. Biol. 2018）。 

（６）ミリセチン類縁体によるバイオフィルム阻害法の開発 
 ミリセチンとその類縁体について、大腸菌 K-12 株のバイオフィルム形成に与える影響を調
べた結果、緑茶に多く含まれるカテキンの一種エピガロカテキンガレート（EGCG）が、ミリ
セチンよりも効果的にバイオフィルム形成を抑制できることを見出した。また、EGCGは病原
性大腸菌O157のバイオフィルム形成も抑制した。透過電顕で菌体外構造体を観察したところ、
EGCGは低濃度で Curliの産生を抑制することが示された。また、Curliの産生に関わる遺伝子
及びタンパク質の発現を確認したところ、EGCGの添加時に csgA（Curliの構造遺伝子）および
csgD（転写制御因子）の mRNA量が減少し、それに伴って CsgAと CsgDのタンパク質量も減
少することが分かった。また、EGCG の添加で Curli の産生に必須な rpoS（定常期特異的シグ
マ因子）の転写は影響を受けないが、RpoSのタンパク質量が減少することが分かった。さらに、
スペクチノマイシン・チェイス実験の結果より、EGCG の添加時には ClpXP に依存した RpoS
の分解が亢進していることが分かった。以上より、ミリセチンよりも効果的に Curli に依存し
た大腸菌のバイオフィルム形成を抑制する EGCG を見出し、その作用機序の一端を解明した
（Arita-Morioka, Sugimoto et al. Sci. Rep. 2018） 
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