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研究成果の概要（和文）：フェノール可溶性モジュリン（PSM）α産生および欠損黄色ブドウ球菌を用いてPSMα
の角膜炎における役割を検討した。PSMα産生株の上清は角膜上皮・実質細胞を傷害しアラーミンであるIL-1α
とIL-36αを放出させた。角膜器官培養では、PSMα産生株の上清は角膜上皮の菲薄化、アラーミンの放出、ケモ
カイン発現を促進した。マウス角膜炎モデルにおいては、PSMα産生株あるいはその上清で上皮創傷治癒遅延と
炎症が誘導された。これらの作用はIL-36受容体拮抗薬の点眼による抑制された。これらの結果より黄色ブドウ
球菌角膜炎において、PSMαはIL-36依存性の炎症を惹起する重要な因子である事が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The role of phenol-soluble modulin (PSM) α in keratitis was investigated 
using PSMα-producing and PSMα-deficient Staphylococcus aureus. Supernatants of PSMα-producing 
strains damaged corneal epithelial and parenchymal cells and released the allamins IL-1α and IL-36.
 In corneal organ cultures, supernatants of PSMα-producing strains stimulated corneal epithelial 
thinning, release of IL-1α and IL-36α, and expression of inflammatory chemokines. In a mouse model
 of keratitis, PSMα-producing strains or their supernatants induced delayed epithelial wound 
healing and inflammation. These effects were suppressed by eye drops of an IL-36 receptor 
antagonist. These results suggest that PSMα is an important factor in the triggering of 
IL-36-dependent inflammation in Staphylococcus aureus keratitis.

研究分野： 眼科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
メチシリン耐性黄色ブドウ球菌（MRSA）による角膜潰瘍患者からは、フェノール可溶性モジュリンα（PSMα）
を多量に産生する株が検出される事が報告されている。今回の我々の検討により、PSMαが角膜のブドウ球菌感
染で角膜上皮の創傷治癒を遅延させると同時に炎症を惹起させる重要な因子であることが示された。さらにこれ
らの作用はIL-36依存性であることが明らかとなった。これらの結果よりMRSAおよびブドウ球菌角膜炎において
PSMαやIL-36が新規治療標的となることが示唆され、今後の新規治療薬の開発に寄与すると考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
細菌感染による角膜潰瘍や眼手術後の眼内炎は、急速に進行し視機能に直接影響を与えうる重

篤な疾患である。現在の細菌感染症の治療の中心は、抗菌薬投与による細菌の除去であるが、メ
チシリン耐性黄色ブドウ球菌（MRSA）、バンコマイシン耐性腸球菌および多剤耐性緑膿菌など
従来の抗菌薬では治療困難な薬剤耐性菌が出現し、耐性菌による眼感染症の報告が増加してい
る。また眼感染症は病原菌の作用だけで形成されるのではなく、感染組織の構成細胞や浸潤炎症
細胞との相互作用により病態が形成されるが、細菌の耐性化による病原性の変化およびそれに
伴う眼組織に対する作用についてはほとんど知られていない。申請者は壊死した角膜上皮細胞
から放出されるアラーミンが、隣接する健常な角膜上皮細胞や角膜実質細胞へ作用し、上皮バリ
アの低下や炎症の増悪に関与することを報告している。 
 研究分担者である鈴木らは眼部から検出された MRSA の遺伝子を解析し、院内感染型 MRSA
の遺伝子型である ST5 に加えて、ST5 の変異型である ST764 が多く検出されることを報告した。
さらに遺伝子解析により ST764 株には phenol-soluble modulin（PSM）α などの毒素を抑制する
psm-mec 遺伝子に変異を認め、PSMα を多く産生することを明らかにした。 
 これらの報告より、PSMα をより多く産生する強毒化した MRSA により角膜上皮細胞への毒
性が強くなると、多くのアラーミンが放出され炎症が増悪する可能性が考えられるが、PSMα の
角膜炎での役割は明らかでなかった。 
 
２．研究の目的 
 黄色ブドウ球菌の角膜炎におけるブドウ球菌由来毒素である PSMα の役割を明らかにする。
特にブドウ球菌角膜炎における炎症や眼組織障害の重篤化のメカニズムを解明し、新規治療法
の発見につなげる事を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）培養細胞：黄色ブドウ球菌の psmα 産生株（Newman 株）と psmα 欠失株（Δpsmα 株）の細
菌培養上清を、不死化ヒト角膜上皮細胞およびヒト角膜線維芽細胞に添加培養した。細胞毒性は
上清に放出された乳酸デヒドロゲナーゼ（LDH）を計測して評価した。上清中のアラーミンの濃
度は enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)法で測定した。 
 
（2）角膜器官培養：マウスより角膜を摘出し器官培養し、Newman 株と Δpsmα 株の培養上清を
添加した。3 時間培養後、角膜を固定、パラフィンに包埋して、病理切片を作製しヘマトキシリ
ン・エオジン染色して角膜上皮厚を測定した。上清中のアラーミンの濃度は ELISA 測定した。
また角膜から RNA を抽出後、cDNA を合成し real-time PCR 法を行い、サイトカインやケモカイ
ンの mRNA の発現を比較検討した。 
 
（3）ブドウ球菌上清によるマウス角膜炎モデル：マウスの角膜上皮を掻把し、NewmanB 株と
Δpsmα 株の培養上清を点眼した。角膜上皮欠損の面積を経時的に測定し、摘出した角膜のミエロ
ペルオキシダーゼ（MPO）活性の測定、組織学的検討による角膜への好中球浸潤の計数および
real-time PCR 法にて mRNA の発現を比較検討した。また IL-36 受容体アンタゴニストを点眼し、
IL-36 の関与を検討した。 
 
（4）マウスブドウ球菌角膜炎モデル：マウスの角膜上皮を掻把し、NewmanB 株と Δpsmα 株を
点眼した。角膜上皮欠損の面積を経時的に測定し、摘出した角膜の生細菌数、ミエロペルオキシ
ダーゼ（MPO）活性の測定、組織学的検討による角膜への好中球浸潤の計数および real-time PCR
法にて mRNA の発現を比較検討した。また IL-36 受容体アンタゴニストを点眼し、IL-36 の関与
を検討した。 
 
（5）IL-36 阻害実験：マウスの角膜上皮を掻把しリコンビナント PSMα あるいは IL-36 を点眼
し、角膜上皮欠損の面積を経時的に測定し、ミエロペルオキシダーゼ（MPO）活性の測定し角膜
への好中球浸潤の計数を検討した。また IL-36 受容体アンタゴニストを点眼し、IL-36 の関与を
検討した。 
 
４．研究成果 
（1）まず培養角膜上皮および実質細胞を用いて、黄色ブドウ球菌由来毒素 psmα の毒性・起炎
性について検討を行った。角膜上皮細胞あるいは角膜線維芽細胞にブドウ球菌の培養上清を添
加すると、psmα 産生株の上清の濃度依存的に LDH の放出が促進された。また psmα 産生株の上
清を添加して培養すると、Δpsmα 株の上清と比して有意にアラーミンの濃度（IL-1α および IL-
36α）が上昇した。 
 



（2）次にマウスより摘出した角膜を器官培養し、PSMα の作用を検討した。psmα 産生株の培養
上清に浸漬した角膜は、Δpsmα 株に比して角膜上皮厚が有意に菲薄化した。また psmα 産生株の
培養上清に浸漬した角膜の上清には Δpsmα 株に比して、有意に IL-1α および IL-36α が含まれて
いた。PCR による検討では、psmα 産生株の培養上清に浸漬した角膜で IL-1α、CCL3、CCL4、
CXCL1、CXCL2 の mRNA の発現が有意に増加した。 
 
（3）ブドウ球菌上清によるマウス角膜炎モデルでは、psmα 産生株の培養上清を点眼した角膜は
Δpsmα 株の培養上清と比し、有意に角膜上皮創傷治癒が遅延し、角膜での MPO 活性の上昇・好
中球浸潤の増加を認めた。またpsmα産生株の培養上清の点眼により角膜におけるCCL2、CCL3、 
CCL4、CXCL1、CXCL2 などのケモカイン mRNA と、IL-1α および IL-36α、IL-36γ などのアラ
ーミン mRNA の発現の有意な上昇を認めた。またこれらの作用は、IL-36 受容体アンタゴニスト
を点眼することで抑制された。 
 
（4）psmα 産生株および Δpsmα 株をマウス角膜に感染させてその差異を検討した。その結果、
psmα 産生株および psmα 欠失株は角膜に感染した細菌数には有意な差を認めなかった。しかし
ながら psmα 産生株は Δpsmα 株および非感染群に比して、有意に角膜上皮創傷治癒の遅延を生
じさせ、好中球浸潤を増加させた。さらに psmα 産生株を角膜に感染させたマウスに IL-36 受容
体アンタゴニストを点眼すると好中球浸潤が有意に抑制された。 
 
（5）リコンビナント IL-36 をマウス角膜に点眼すると、好中球の浸潤が有意に促進された。ま
たリコンビナント PSMα3 の点眼でも好中球の浸潤が有意に促進され、この促進作用は IL-36 受
容体アンタゴニストにより抑制された。 
 
これらの結果より、黄色ブドウ球菌毒素 psmα は、角膜への菌の接着・増殖には関与しないが、

角膜構成細胞を傷害し放出されたアラーミンである IL-36 依存性に角膜上皮創傷治癒を阻害し、
炎症を惹起させることが示唆された。本研究の結果から、ブドウ球菌性角膜炎において抗菌薬に
加えて、PSMαあるいは IL-36 に対する治療薬を開発することで、より組織障害・瘢痕を軽減す
ることが出来る可能性が示唆された。 
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