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研究成果の概要（和文）： 黄色ブドウ球菌はヒトに感染症を起こす病原体である。本菌は皮下膿瘍などの局所
感染症から敗血症などの全身性の感染症まで幅広い疾病を引き起こす。そして本菌は、しばしば、治療に抵抗し
持続感染を示すことが知られている。この持続感染に関わる要因として、これまでパーシスター菌の関与が知ら
れていたが、この研究ではゲノム再編成による新しい持続感染機構の解明を行った。in vitroおよびin vivo解
析を進めた結果、本菌はゲノム再編成で変化する2つの表現型を巧みに利用することで生体内で生存しているこ
とが明らかになった。この研究により、黄色ブドウ球菌における新たな病原性の一面が明らかになったと考えら
れる。

研究成果の概要（英文）： Staphylococcus aureus is one of important pathogens in clinical setting. 
This bacterium causes various types of diseases, from local infections, such as subcutaneous 
abscesses, to systemic infections, such as toxic shock syndrome and sepsis. Further, it is well 
known that this pathogen shows resistance against treatment and causes persistent infection. in 
vitro and in vivo analysis revealed that the bacterium is able to survive in host by switching 
between two phenotypes that are altered by genome arrangement. This study may reveal a new aspect of
 pathogenicity in Staphylococcus aureus.

研究分野： 細菌学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
 黄色ブドウ球菌はヒトや動物の常在菌の一種としての側面だけではなく、感染症での分離頻度が高い病原菌と
しての側面を併せ持つ。本菌を原因とする感染症は、他の病原菌と比較しバリエーションに富んでおり、その一
つが持続感染症である。治療を行っても奏功せず難治化するする症例や一度治癒したと思われても再発する症例
が存在する。このような感染症に対して、本研究は基盤的な知見を与えられると考えられる。

※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。



１．研究開始当初の背景 

ブドウ球菌は様々な感染症の原因となる。さらに、しばしばブドウ球菌感染症が慢性化し、治

療が困難を極めるため、臨床現場で問題となっている。この持続感染の原因として、免疫および

化学療法に抵抗する小型変種 (Small colony variants, SCVs) が注目されている。SCVs は菌が

自身の代謝機構を変化させることで、生体内での生存に適した性質を獲得している。一般的に

SCVs は増殖が遅く、正常な親株 (Normal colony variants, NCVs) と比較し、小さいコロニー

を作る。また病原性は低下するが、抗菌薬に対する最小発育阻止濃度は上昇し、化学療法に対し

て抵抗性を示す。このような特性が、菌の持続感染に寄与していると考えられているが、その持

続感染成立の病態生理学的機構は未だ完全には解明さ

れていない。 

私たちの研究グループはゲノム再編成による新たな

SCVs 発生機構を報告した (引用 1)。このゲノム再編成

現象を示す黄色ブドウ球菌株 (Mu50Ω) は慢性心内膜

炎患者より分離され、この患者は 3年半にも渡り慢性感

染を起こしていた。ゲノム再編成は菌の染色体上に存在

する相同配列により起こる。菌は相同領域を起点とし

て、ゲノムの約半分を可逆的に反転させることで SCVs

と NCVs の表現型を可逆的に入換え、病原因子などの発

現や薬剤感受性などの様々な表現型を変化させるてい

る (図 1・表)。しかし、本機構がどのように生体内での

持続感染に関与しているのかは不明であった。 

 

２．研究の目的 

黄色ブドウ球菌は臨床上重要な病原細菌の一菌種である。しかし、その病原性、特に感染症の

慢性化に関わるメカニズムは未だ不明な点が多く存在する。この研究では、ゲノム再編成がどの

ように持続性ブドウ球菌感染症を引き起こしているのか、そのメカニズムに着目し研究を行っ

た。 

 

３．研究の方法 

①遺伝子改変効率の向上 

 一般的に遺伝子工学に使用されている細菌、例えば大腸菌や枯草菌などと比較し、黄色ブドウ

球菌の遺伝子改変は難易度が高く、しばしば困難を極める。この原因の一つとして考えられるの

は、遺伝子改変の重要なステップである DNA 導入のためのエレクトロポレーションである。今後



の遺伝子操作を容易にするために、この点について様々なパラメーターの見直しを行い、効率化

を進めた。 

 

②感染モデルの構築と光イメージングを用いた非侵襲性観察 

 一般的に広く使用されているブドウ球菌の感染モデルは急性感染モデルである。そこで、一ヶ

月以上に渡り持続感染を示すカテーテル感染モデルの構築を行った。また生体内での菌の生死

を観察するため、ルシフェラーゼを利用した観察モデルの構築を行った。 

 

③表現型 (SCVs or NCVs) 固定変異株の作出と in vitro での評価 

 図 1に示すように、ゲノム上の相同配列を起点にゲノム再編成が起きる。そこで、この相同配

列を削った表現型固定変異株を作成した。これら SCVs (NCVs) 固定変異株について、薬剤感受

性や増殖速度などについて、親株との比較を行った。 

 

④生体内での持続感染機構の解明 

 3 で作製した変異株および親株について、バイオフィルム試験およびマウスへの感染実験を行

った。各試験中に、必要に応じて抗菌薬 (イミペネム) による処理と治療を行い、菌の生存力を

評価した。 

 

４．研究成果 

①今回の実験対象菌株である Mu50Ωは頻繁に自身のゲノムを入れ換え、NCVs-SCVs 表現型を行

き来する。そのため、野生株のままでは NCVs と SCVs のそれぞれの表現型について、詳細を解析

することができない。そこで、表現型を固定した変異株を作出する必要があるが、一般的にブド

ウ球菌臨床分離株は遺伝子改変の難易度が高い。そこで、遺伝子改変の重要な工程であるエレク

トロポレーションについて、その効率化を行った。具体的には、導入する DNA のメチル化の状態

やコンピテントセル作製時の培地や洗浄液、通電時の条件を最適化した。黄色ブドウ球菌では既

報の方法と比較し、約 10倍の効率を実現した。また表皮ブドウ球菌をはじめとするコアグラー

ゼ陰性ブドウ球菌では、黄色ブドウ球菌以上の難易度であることが知られている。これらについ

ても最適化以前では全く遺伝子導入できない株に対して遺伝子導入できることを確認した。

Staphylococcus caprae など 8 菌種については今回の方法で初めて遺伝子組換えが行えること

を報告した (引用 2)。 

 

②菌の持続感染を観察するためのカテーテル埋め込みモデルを確立した。麻酔下でマウスの皮

膚を切開し、約 1cm 長に切断した人用の中心静脈カテーテルを埋め込み縫合した。このカテーテ



ルの内部に培養した菌

を接種した。カテーテ

ルは無処置の状態で 1

ヶ月以上に渡り、安定

して生体内に定着し

た。さらに中空内への

菌接種により菌がバイオフィルムを形成し、同様に長

期に渡る感染を持続しているのを確認した。このモデ

ルに対して、ゲノム再編成可能な SCVs と NCVs の表現

型を示す親株をそれぞれ投与すると、SCVs を投与した

場合では SCVs を維持する (図 2a) が、NCVs では徐々

に NCVs が優位になっていった (図 2b)。しかし、抗菌

薬を投与することにより、一度優位になった SCVs は耐

性菌である NCVs に遷移した。これまで持続感染には

SCVs のみが注目されていたが、この結果から NCVs の

働きも同様に重要であると考えられた。また菌の生体

内での生死を継続的に観察するために光イメージング

によるモデルを確立した。菌のゲノム中に Lux システ

ムによる発光に必要な遺伝子を組み込んだ。このシステムを使用することで、菌体内の ATP が枯

渇し (=菌が死ぬ)、消光することを確認した。図 3aに示すように菌を殺すバクテリオファージ

を投与することで、菌の発光が止まることを試験管内で確認した。同様に図 3b に示すように、

生体内でも発光の維持・退行という形で検出できた。 

 

③ゲノム再編成の起点となる相同配列をノックアウトし、NCVs か SCVs のどちらかに固定された

変異株を作出した。PCR を用いて、これらのノックアウト株が培養を繰り返してもゲノム再編成

が起きないことを確認した。さらに in vitro の表現型の解析においても、例えば抗菌薬に対す

る感受性をはじめとし、表に示すほぼ全てについて表現型のうち片方のみを示すことを確認で

きた。一方で、コロニーサイズに関しては、ゲノム再編成を遮断しても表現型の行き来が認めら

れた。コロニーサイズは増殖速度以外の要因が絡んでいることも知られており、他要因の関連が

示唆された。実際に液体培養中での増殖速度は NCVs > SCVs であり、コロニーサイズの違いに

ついても BHI 寒天培地では認められるが、MHA や TSA では認められなかった。 

 

④ まず、バイオフィルムを使った比較解析を進めた。抗菌薬を含まない培地を用いると NCVs



は、SCVs と比較し、一時的に強固なバイオフィルムを形成する。しかし、NCVs のバイオフィル

ムは短時間で破壊され、菌がバイオフィルム外に拡散した。一方、SCVs では持続性の面に優れ、

長期間に渡り維持していた。次に治療を想定し抗菌薬処理 (培地をイミペネム添加培地に変

更) を行うと、感性菌である SCVs の殺菌とともにバイオフィルムが破壊された。一方、耐性菌

である NCVs は抗菌薬下でも生存するとともに、バイオフィルムも強固に保ち続けた。これらの

結果は上記の動物実験の結果と一致していた。さらに薬処理後、抗菌薬を除去することで、NCVs

本来の性質である速やかなバイオフィルム破壊が進み、菌が外に拡散した。一方、SCVs では抗

菌薬を抜いた後、僅かに残存していた菌から再度バイオフィルムを作る傾向が認められたが、局

所での持続性は認められなかった。 

 この現象はマウスを用いた生体内でも認められ、投薬と断薬により、感染・病態の拡大・縮小

として同様の現象が認められた。つまり、感染当初 NCVs の方が大きな病巣を作るが、すぐに病

原性が強すぎるために排膿してしまう。一方、SCVs では感染巣こそ小さいが、長く皮下に定着

する。抗菌薬投与により、SCVs はすみやかに治療されるが、NCVs は生存し、投薬治療中止後に

徐々に悪化した。一方で、表現型が固定されている変異株と異なり、NCVsーSCVs を行き来出来

る親株ではゲノム再編成による表現型の切替えにより、緩慢な持続感染を認めた。 

 各表現型固定株および親株を用いた実験を行い、菌の性状のうちバイオフィルム形成能力お

よび抗菌薬耐性が持続感染に重要であることを確認した。図 5に示すように、従来提唱されてい

た SCVs のみが持続感染に関与する説とは異なり、ゲノム再編成による持続感染では親株の NCVs

と変異型の SCVs が交互に行き来し、持続感染を起こしていると考えられた。 
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