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研究成果の概要（和文）：黄色ブドウ球菌から緑膿菌へ咽頭フローラが変化していくことに関して、臨床的な報
告が過去から存在する一方で、基礎的な機序はほとんど明らかになっていない。黄色ブドウ球菌の緑膿菌抵抗性
に関わる因子を明らかにすることを目的に、市中感染型黄色ブドウ球菌TY825株のトランスポゾンランダム変異
株ライブラリを作製し、緑膿菌抵抗因子の探索を行った。その結果、ランダム変異株ライブラリから、緑膿菌に
対する抵抗性に関与する可能性がある遺伝子を見出した。

研究成果の概要（英文）：In order to find the resistant facters of Staphylococcus aureus against 
Pseudomonas aeruginosa,  we made transposon mutagenesis library of community-acquired S. aureus, 
TY825.  We found 16 candidate genes that might be related to the resistance facter against P. 
aeruginosa.  

研究分野： 細菌学
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１．研究開始当初の背景 
 

日和見感染症患者における肺炎には、

感染初期において咽頭の常在菌としても

存在する黄色ブドウ球菌の感染が認めら

れるが、在院日数の長期化に伴い、緑膿菌

感染へと移行していく。このような現象は、

臨床においては比較的古くから知られて

いるが、菌交代現象の分子メカニズムにつ

いてはほとんど明らかにされていない。気

道の常在菌である黄色ブドウ球菌は、宿主

の免疫の低下などにより日和見感染状態

となった際、しばしば宿主に肺炎を起こす。

その後、黄色ブドウ球菌から緑膿菌へと咽

頭細菌叢（フローラ）が変化し、臨床症状

が増悪していく。また、嚢胞性線維症

（Cystic fibrosis）は、小児期において

咽頭に黄色ブドウ球菌の感染が認められ

るが、青年期以降には緑膿菌感染へと移行

していくことにより感染症状が増悪して

いくことで知られている（Lyczak JB. et al. 

Clin Microbiol Rev, 2002. 15(2): p. 

194-222）。 

黄色ブドウ球菌から緑膿菌へ咽頭フ

ローラが変化していくことに関して、上記

のように臨床的な報告が過去から存在す

る一方で、基礎的な機序はほとんど明らか

になっていない。緑膿菌が産生する LasA

が黄色ブドウ球菌を溶菌させる（Mashburn 

LM.  et al. J Bacteriol, 2005. p. 

554–566）ことなど、緑膿菌と黄色ブドウ

球菌の直接的関与の報告があるものの、咽

頭部における黄色ブドウ球菌フローラか

ら緑膿菌フローラへの経時的変化及び病

態の悪化について、分子的考察を含めた現

象解明に至るには、より深い知見・考察が

必須である。 

研究代表者が所属する研究室では、

過去に日本全国から収集した黄色ブドウ

球菌臨床分離株約 3,000 株の PFGE 解析結

果をもとに臨床分離株を 40 のクラスター

に分類し、各クラスターから選んだ代表株

200 株についてマイクロアレイを用いた

比較ゲノム解析を行った。その結果、市中

感染型の黄色ブドウ球菌と院内感染型の

黄色ブドウ球菌は異なるゲノタイプをも

つこと、 またゲノタイプによって病原性

が異なることが明らかになった。 

一方、緑膿菌の培養上清には黄色ブ

ドウ球菌の増殖を抑制する活性があるこ

とが知られている。緑膿菌 PAO1 株培養上

清を用いて上述した臨床分離株の代表株

の感受性を調べた結果、これらの黄色ブド

ウ球菌臨床分離株は緑膿菌培養上清に対

する感受性に大きな差が認められた。すな

わち、院内感染型の黄色ブドウ球菌は緑膿

菌培養上清に強い感受性を示すものが多

く、市中感染型の黄色ブドウ球菌は抵抗性

を示す株が多かった（図１）。 

 
 
２．研究の目的 
 

 日和見感染症患者における肺炎には、感染

初期において咽頭の常在菌としても存在す

る黄色ブドウ球菌の感染が認められるが、在

院日数の長期化に伴って緑膿菌感染へと移

行していく。このような現象は臨床において

は比較的古くから知られているが、菌交代の

分子メカニズムについては、ほとんど明らか

にされていない。 

 本研究では、黄色ブドウ球菌感染状態から

経時的に緑膿菌感染状態へと菌交代が起こ

る現象の分子レベルでの解明を目的とする。 



 

 

３．研究の方法 

 

 緑膿菌に対する黄色ブドウ球菌の抵抗性

因子は明らかになっていない。そこで本研究

期間内に、黄色ブドウ球菌の緑膿菌抵抗性因

子を明らかにすることを目的に、トランスポ

ゾンを用いた黄色ブドウ球菌の変異株ライ

ブラリから得られた緑膿菌に対する抵抗性

が減弱した株の解析を行った。これらの遺伝

子を機能解析することにより、黄色ブドウ球

菌の対緑膿菌抵抗性の分子メカニズムを明

らかにすることを目的とした。 

 

① 緑膿菌の攻撃に対する、黄色ブドウ球菌

の防御因子の探索 

 緑膿菌の培養上清を含んだ培地に播種す

ると、増殖が著しく阻害される黄色ブドウ球

菌と、あまり影響を受けない黄色ブドウ球菌

が存在する。トランスポゾン変異株ライブラ

リを用いて、この現象に関与する遺伝子の探

索を行った。 

 ② 緑膿菌に対する、黄色ブドウ球菌の攻

撃因子の探索 

緑膿菌を重層した培地に播種すると、緑膿菌

の発育阻止帯を形成する黄色ブドウ球菌と

形成しない株に分かれる。これについても、

トランスポゾン変異株にて探索を行った。 

 

実験を進める上で、黄色ブドウ球菌トランス

ポゾン変異株ライブラリを作成する際に使

用する親株の選択が重要であった。上記①②

の条件で効率的にスクリーニングを行うた

め、緑膿菌に対して強い阻止帯を形成し（緑

膿菌に対する攻撃力が強く）、全塩基配列が

明らかになっている当教室が保有する黄色

ブドウ球菌 臨床分離株TY825株を用いてス

クリーニングを実施する。 

 

 緑膿菌の攻撃に対する、黄色ブドウ球菌の

防御因子の探索 

緑膿菌に対して、黄色ブドウ球菌の増殖が野

生株よりも阻害されやすくなった変異株の

検討を行い、緑膿菌に対する黄色ブドウ球菌

の感受性を決定する原因遺伝子の探索を行

った。 

【実験の流れ】 

１）TY825 トランスポゾン変異株ライブラリ

を、96 穴プレートにて培養。 

２）緑膿菌を重層した培地に、上記変異株を

スポット。 

３）96 穴プレートにて発育に問題がないが、

緑膿菌重層培地上で発育が抑制されている

トランスポゾン変異ライブラリ株を、緑膿菌

の攻撃に対する防御因子に変異が起こった

株として採取。 

４）変異部位を同定し、緑膿菌の攻撃に対す

る防御に関わる遺伝子の特定を行った。 

５）野生株の同じ部位を変異させ、再現性が

あるかを確認。 

６）遺伝子の機能を、blast、KEGG などの検

索にて推定。 

７）タンパクを精製し、機能を調査。 

 

 緑膿菌に対する、黄色ブドウ球菌の攻撃因

子の探索 

緑膿菌を重層した培地において、黄色ブドウ

球菌野生株よりも発育阻止帯が減少してい

るトランスポゾン変異ライブラリ株につい

て検討を行い、緑膿菌に対する黄色ブドウ球

菌の攻撃因子に関する原因遺伝子の探索を

行った。 

 

 

４．研究成果 

 

 黄色ブドウ球菌の緑膿菌抵抗性に関わる

因子を明らかにすることを目的に、市中感染

型黄色ブドウ球菌TY825株のトランスポゾン



ランダム変異株ライブラリを作製し、緑膿菌

抵抗因子の探索を行った。その結果、ランダ

ム変異株 5,130 株から、緑膿菌に対する抵抗

性が減弱した株を 16 株選出した。これらの

遺伝子は、いずれも機能未知なものが多かっ

た。この 16 株の内、遺伝子のプロモーター

に変異が入ることで緑膿菌に対する抵抗性

が低下したと考えられたものが 8 株だった。

残りの 8 株に関しては、ORF そのものがトラ

ンスポゾンによって破壊されることにより、

緑膿菌に対する抵抗性が減弱した株と考え

られたため、それらの遺伝子の変異株を作成

することにした。 

 cydA遺伝子が破壊されると、緑膿菌に対す

る黄色ブドウ球菌の抵抗性が減弱すること

が明らかになった。 cydA 遺伝子は、

cytochrome d ubiquinol oxidase subunit I

として知られているものの、その詳細な役割

に関しては未知な部分が多い。現在、変異株

を作成し、緑膿菌に対して抵抗性が低下する

原因をさらに検討している。 

 また、 Oligopeptide transport system 

ATP-binding protein として知られているも

のの、機能の詳細が明らかになっていない

oppD2遺伝子や、その他の遺伝子についても、

現在、変異株を作成し、緑膿菌に対する抵抗

性が減弱する原因に関して、検討を行ってい

る。 
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