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研究成果の概要（和文）：情報伝達シグナル物質 cyclic-di-GMPはバイオフィルム形成に抑制的

影響を与えた。類似構造を持つ cyclic-di-AMP 合成遺伝子を同定し生合成能力および必須遺伝

子であることを見出した。いずれの分子も遊離菌体内濃度は厳密にコントロールされている可

能性が示唆された。カテーテル感染事例のブドウ球菌属細菌が 26 株収集され、バイオフィル

ム産生量は健常人由来菌株と平均量では変わらず、菌体外 DNA、タンパク質、多糖体など構

成成分については菌種や由来に寄らず、菌株ごとに偏りがあった。 

 
研究成果の概要（英文）：Cyclic-di-GMP affected suppressively on biofilm formation. A 

biosynthetic gene of cyclic-di-AMP became identified and was confirmed its function. It is 

essential in Staphylococcus aureus. Internal concentration of cyclic-di-GMP and 

cyclic-di-AMP did not affected by plasmid-mediated overexpression, presumed the strict 

regulation system on the production of these molecules. Amount of biofilm formation of 

clinical isolates associated with catheter infection varied among strains and not related 

with their origins. Biofilm of some strains were affected by DNase, Proteinase K or 

Dispersin B indicated that components of biofilm also differ among strains.  
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１．研究開始当初の背景 

細菌のバイオフィルムは病原因子であり
中でもブドウ球菌はバイオフィルムを作る

代表的な病原体である（図 1）。特にカテーテ
ルなど人工挿入物に関連した感染では高頻
度に黄色ブドウ球菌と表皮ブドウ球菌が検
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図 2.cyclic-di-GMP

出されることが知られている(O’Gare et al. J. 

Med. Microbiol. 50: 582-7, 2001)。これまで
その産生にどの様な環境因子が関わってい
るのかはあまりわかっていなかった。 

バイオフィルム形成には菌体濃度を感知
する細菌間の情報伝達が重要であるが、ブド
ウ球菌において良く知られている agr 

system は黄色ブドウ球菌のバイオフィルム
形成には関与していないことがわかってお
り、別の菌体間情報伝達システムが存在する
と考え、近年、グラム陰性菌で注目され始め
た 新 し い低 分 子細 菌間 情 報伝 達 物質
Bis-(3’-5’)-cyclic dimeric guanosine 

monophosphate (cyclic-di-GMP)に注目した。 

cyclic-di-GMP は新たな細菌セカンドメッセ
ンジャー分子として普遍的な働きをしてい
ることが見いだされている（Camilli et al. 

Science 311: 1113-16, 2006）。cyclic-di-GMP

は図 2 のように c-GMP の２量体様構造の化
学的に安定な物質である。cyclic-di-GMP 合
成を担う蛋白はアミノ酸配列に GG(D/E)EF

モチーフを持ち、di-guanylate cyclase 活性
を示す。このモチーフは多種類の細菌におい
て見られる。ただし、グラム陽性細菌ではほ
とんど解析がなされていなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

さらに、申請時には報告がなかったがその後
類似のセカンドメッセンジャーとしてその
可 能 性 が 示 唆 さ れ た cyclic 

di(3'-->5')-adenylic acid (c-di-AMP、図 3) 
(Römling U. Sci Signal. 2008 Aug 

19;1(33):pe39.)についても解析を行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

２．研究の目的 

情報伝達シグナル物質生合成遺伝子の機
能についての基礎的検討とバイオフィルム
関連疾患から得られた臨床分離株でのバイ
オフィルム産生およびの情報伝達シグナル
物質生合成遺伝子との関連の評価をおこな
う。 
 

３．研究の方法 

（１）cyclic-di-GMP および cyclic-di-AMP

の生合成遺伝子のゲノム内モチーフ検索、そ
の遺伝子の欠質株の作製、過剰産生株の作製、
酵素活性の測定、遺伝子の生理的、機能的役
割について考察する。 
（２）名古屋大学医学部附属病院検査部と連
携し、バイオフィルム形成と関連があると考
えられる疾患（カテーテル関連感染症・心内
膜炎・人工関節関連感染症など）から分離さ
れたブドウ球菌を収集し、健常人由来菌株と
の比較を行う。二酸化炭素濃度変化およびヒ
ト血清の有無の違いなどの環境刺激による
バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 を 評 価 す る 。
cyclic-di-GMP合成遺伝子の発現量を RT-PCR
により比較を行う。また、バイオフィルムの
要因物質として、菌体外 DNA およびタンパ
ク質の関与を DNase、Proteinase K により
変化量を測定する。 
 
４．研究成果 
（１）情報伝達シグナル物質生合成遺伝子に
ついて 
①cyclic-di-GMP合成遺伝子について 

本研究の開始までに黄色ブドウ球菌 N315 株
のゲノム情報から cyclic-di-GMP を生合成す
る GG(D/E)EF モチーフを持つタンパク質を
検索し SA0701遺伝子と推定しこの遺伝子の
ノックアウト株の作成を行った。黄色ブドウ
球菌 MS2507 における欠質株ではバイオフ
ィルム形成が抑制されることを見出した(図
４)。さらに、化学合成した cyclic-di-GMP
を MS2507 野生株に対し外から添加すると高
濃度になるにつれてバイオフィルム形成を
抑制することから、ネガティブフィードバッ
クを起こすことが可能であることが分かっ
た。これは、バイオフィルムが化合物添加に
より外部から制御できることを示唆してお
り、新しい薬剤開発につながる可能性がある
と考える。生合成遺伝子 SA0701欠失株にお 

図 1. カテーテルの先に形成されたバイオフィルム 

図 3. cyclic-di-AMP



 

 

 
 

いてバイオフィルム形成能は低下するが、低
濃度の cyclic-di-GMPを添加することによっ
てバイオフィルム系性能は一部回復した(図
5)。よって、SA0701遺伝子の cyclic-di-GMP
合成能力がバイオフィルム形成に重要であ
ると考えられた。 
 
黄色ブドウ球菌においてはレセプタータン
パク質の存在はまだ不明であるが、菌体外の
cyclic-di-GMPの取り込み経路があり菌体表
面あるいは内部に cyclic-di-GMPと結合する
分子があることが示唆される。グラム陰性細
菌、とくに鞭毛を持つバクテリアでは RxxD
からなる PilZとよばれるモチーフが重要で
あることがわかっているがモチーフ検索エ
ンジンである Pfam 
（http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam
/）においては、このモチーフは黄色ブドウ
球菌では見つからなかった。枯草菌とビブリ
オ菌において cyclic-di-GMPは riboswichと
して働くことが最近になって明らかとなり
(Sudarsan et al. Science 321: 411-413, 

2008）、黄色ブドウ球菌におけるターゲット
が何か、興味が持たれる点である。 

大腸菌において黄色ブドウ球菌の
cyclic-di-GMP合成遺伝子の発現株を作成し
in vitroでの生合成を試みたが、コードする
タンパク質は膜タンパク質であり発現ベク
ターを組み込んだ大腸菌は増殖抑制が見ら
れ精製の困難さは解消できなかった。ベクタ
ーをいくつか変えて試したが安定した発現
系を得ることができなかった。またわずかに
得られた可溶化タンパク質を濃縮して用い
ても凝集が起こり、酵素活性を測定するに至

らなかった。現時点では、酵素が失活してい
るのか活性がそもそもないのか結論が出せ
ていない。親株と SA0701遺伝子欠失株との
菌体内 cyclic-di-GMPの測定を HPLCにより
行い比較したが菌体内低分子核酸抽出サン
プルには cyclic-di-GMPの明らかなピークは
観察できなかった(図 6)。予想される保持時
間の流出液を濃縮しても変わらなかった。 

そこで SA0701遺伝子過剰発現系の構築を
行い菌体内 cyclic-di-GMP の検出を試みた。
メチシリン耐性黄色ブドウ球菌（MRSA）3株
についてシャトルベクターである pHY300PLK
に SA0701遺伝子を組込み、遺伝子発現量の
増加を real-time PCRにて確認した（図 7）。
24－70倍に遺伝子の発現量は増加していた。
しかしながら、これらの菌株の菌体内核酸の
HPLC解析では、ピークプロファイルに変化が
なく、cyclic-di-GMPの存在は確認できなか
った。in vitroでの生合成、in vivo での生
合成が確認できず、ターゲット分子の探索に
至っていない。 

 

②cyclic-di-AMP合成遺伝子について 
diadenylate cyclase（DAC）ドメインが
cyclic-di-AMP合成を担っているとされ、こ
の DACドメインをもつ遺伝子を黄色ブドウ球
菌について検索したところ、SA1967遺伝子が

図 7. SA0701 遺伝子の過剰発現株の作製 

図 4. SA0701 遺伝子欠失株のバイオ
フィルム産性能低下 *; p<0.05 

図 5. SA0701 遺伝子
欠失株に対する
cyclic-di-GMP添加
によるバイオフィ
ルムの一部回復 
*P<0.05; **P<0.01 

図 6. MS2507株およびその SA0701 遺伝子
欠失株の菌体内低分子核酸の HPLC 解析 



 

 

候補として抽出された。この遺伝子産物は枯
草菌の YbbPと相同性を示した。この遺伝子
は報告されているすべての黄色ブドウ球菌
ゲノム中において 100％の相同性を示し、表
皮ブドウ球菌においても 92.5％の高い相同
性を示し保存性が高かった。大腸菌において
SA1967のコードするタンパク質 YbbPの発現
系を構築し、タンパク質の精製、in vitroに
おける活性を調べた。組換え YbbPと ATPを
18時間反応させ、産物を HPLCによって解析
したところ、ｐH8.0ではほとんど産生されな
いのに対し、ｐH9.2では活性が上昇した(図
8)。このピークを分取し MALDI-TOF MSによ
り cyclic-di-AMPであると同定した。枯草菌
では ybbP遺伝子がアルカリで誘導されてく
ることが指摘されており、黄色ブドウ球菌に
おける新たな pHシグナルの受容体としての
役割があるのかが今後の研究課題であろう。 

 この SA1967遺伝子の欠失株の作製を試み
たが、困難であった。保存性が高いことから
必須遺伝子である可能性があると判断し、
DNAzymeを用いた遺伝子発現の down 
regulationを行った。SA1967に特異的な配
列のものと配列をランダムに入れ換えた
negative control DNAを electroporationに
よって導入した。20h培養後の CFU（colony 
forming unit)を計測し、菌の生存に対する
効果を評価した。図９に示すとおり、SA1967
に特異的な配列の DNAzymeを導入することで
生菌数は 60％ほどに減少し、生存に必須の遺
伝子であることが強く示唆された。 
菌体内 cyclic-di-AMPの検出を行ったところ、
分画脱塩濃縮サンプルでは重ねうちの標品
と重なるピークがあり（図 10）、菌体内
cyclic-di-AMPの存在が示唆された。ただし、
近傍のピークと分離が難しいことから質量
分析には至らず HPLCの条件検討が今後必要
である。 
（２）臨床分離株におけるバイオフィルム形
成能の評価及びバイオフィルムに及ぼす環
境因子・構成成分の検討について 

 

名古屋大学医学部附属病院においてカテー
テル感染事例で分離されたブドウ球菌株を
2007 年 4 月から 2009 年 1 月まで収集した。
臨床的に挿入部位と血流から同じ菌が分離
されていること、カテーテル抜去後に臨床的
敗血症（熱と寒気）が改善すること等の要件
を満たしたものは 26 株あり、黄色ブドウ球
菌 12 株（うち MRSA 5 株、MSSA 7 株）、表
皮ブドウ球菌12株（うちMRSE 10株、MSSE 

2 株）、その他 S. hominis 1 株、S. 
haemolyticus 1 株であった。 

① バイオフィルム産生量の評価 

それら菌株のバイオフィルム産生量を大気
下および CO2 存在下で測定しサフラニン染
色により定量した（図 11A）。ヒト血清をコ
ートする方法では過去の論文に倣いクリス
タルバイオレット染色で測定した（図 11B）。

図 10. 菌体内核酸の脱塩濃縮と標品との
重ねうち 

図 8. SA1967 遺伝子の diadenylate 
cyclase活性は pH依存性 

図 9. SA1967 遺伝子の down regulation
による生存数の低下 



 

 

 

これらの結果から、平均化した場合に黄色ブ
ドウ球菌が表皮ブドウ球菌よりバイオフィ
ルム産生量が多かった(p=0.00037)ものの、
カテーテル感染由来株と健常人由来株とは
差がなかった。興味深いことには、CO2 存在
下での産生量が激増している菌株が複数あ
り、これらについては環境刺激のシグナル伝
達と宿主での感染メカニズムとの関連が今
後の課題である。 

 

② バイオフィルム構成成分の評価 

臨床分離株のバイオフィルム産生に対する
DNase、Proteinase K および Dispersin B に
対する感受性を検討した。バイオフィルムの
構成成分は多糖体が重要であるとの報告が
多くある一方でタンパク性の結合因子や菌
体外 DNA が重要であるとの報告もあり、評
価は一定ではなかった。得られた臨床分離株
について解析したところ、DNase、
Proteinase K およびDispersin Bに対する感
受性は様々であった（図 12A：大気下、図
12B：CO2 存在下）。バイオフィルム形成成
分が多糖体だけでなく DNA やタンパク質分
子を主要とする菌株も複数存在し、個々の菌
株の性質に依存する問題であることが明ら
かとなった。 

黄色ブドウ球菌菌株について対数増殖期
の SA0701 遺伝子の発現量解析を real-time 

PCR により測定したが、大きな差は観察され
なかった。経時的な評価が今後の検討課題で
ある。 
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