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研究成果の概要（和文）：細胞質でタンパク質の品質管理を担う分子シャペロンClpBおよびDnaKは、黄色ブドウ球菌の
細胞外マトリクスにも含まれ、バイオフィルムの形成を正に制御する。ClpBは６量体リング構造を形成し、凝集した基
質タンパク質の脱凝集を担うが、菌体外ではこれらの生理構造・機能とは全く異なる様式でバイオフィルム形成に関与
することを見出した。これら分子シャペロンの機能を抗体や低分子化合物を用いて阻害することで、バイオフィルム形
成や薬剤寛容性の菌の出現を抑制できることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Molecular chaperones play key roles in protein quality control in the cell. We 
found that cytoplasmic molecular chaperones ClpB and DnaK are incorporated into extracellular matrixes of 
Staphylococcus aureus and are involved in biofilm development. We here report that extracellularly 
excreted ClpB promotes biofilm formation in an oligomerization- and disaggregation activity-independent 
manner. Inhibition of these molecular chaperones using antibodies or small compounds leads to prevention 
of biofilms and persisters. These findings provide a novel mechanistic insight into molecular chaperones 
as well as a therapeutic strategy for chronic infectious diseases.

研究分野：微生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

N D1 Middle D2 C

1 149 409 530 758 857 aa

１．研究開始当初の背景 

  バイオフィルムは微生物により形成される膜
状の構造体であり、医療の現場では、生体組織
やカテーテルなどの医療器具の表面に形成さ
れる。バイオフィルムを形成する病原細菌のなか
でも黄色ブドウ球菌は、ヒトに種々の化膿性疾
患・肺炎・腸炎・心内膜炎などを引き起こし、主
要な院内感染菌として重要視されている。バイ
オフィルム内部の細菌は抗菌剤や免疫系・貪食
細胞系の働きに高度の耐性を示すため（図１
左）、バイオフィルムに関連する感染症（バイオ
フィルム感染症）は慢性化・難治化の一途をたど
ることが多い。現代社会において、黄色ブドウ球
菌などの病原細菌によって引き起こされるバイ
オフィルム感染症の的確な予防法・治療法の開
発は喫緊の課題である。 

 

 

 

 

 

 

 

図 1．バイオフィルムの概念図とマトリクスの単離・解析法 

 

２．研究の目的 

  黄色ブドウ球菌のバイオフィルムは菌体とそ
れを包み込むマトリクスにより構成される。マトリ
クスの成分としては細胞外多糖、タンパク質、
DNA が含まれ、生育環境や遺伝的背景の違い
によってマトリクスの成分が異なることが知られて
いる。マトリクスを構成するタンパク質は、黄色ブ
ドウ球菌バイオフィルム感染症に対するワクチン
開発に利用できると考えられるが、その実態は
全くわかっていなかった。これまでに我々は、黄
色ブドウ球菌のバイオフィルムマトリクス構成タン
パク質に関する網羅的解析（図 1）と、生化学
的・細胞生物学的手法を用いた多面的なアプロ
ーチにより、「細胞外において黄色ブドウ球菌の
バイオフィルム形成を促進する」という分子シャ
ペロン（ClpBおよび DnaK）の新しい機能を見出
した。本研究では、この知見をさらに発展させ、
病原細菌のバイオフィルム形成メカニズムと分子
シャペロンに関わる新たなパラダイムの発見へ
の道を開き、それを基盤としたバイオフィルム感
染症に対する新たな予防法・治療法の糸口をつ
かむことを目的とする。 

 

３．研究の方法 

（1）AAA＋型脱凝集シャペロン ClpB の機能   

  分子シャペロン ClpB は AAA
+（ATPase 

associated with diverse cellular activities）ファミリ
ータンパク質の一種であり、熱変性などにより凝
集した基質タンパク質を脱凝集する。分子内に
ATP の加水分解を担うドメインを２つ有し（D1 と
D2）、６量体のリング構造を形成することが、生
理機能に極めて重要である（図２）。また、D1 と
D2の間に存在するMiddleドメインが他のAAA

+

タンパク質には存在しない ClpB に特異的な構
造であり、脱凝集活性に必須である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2．ClpBの構造（Lee et al. Cell 2003を改変） 

 

  通常、分子シャペロンは細胞内で機能するた

め、単純な遺伝学的手法（遺伝子破壊によるフ

ェノタイプの変化の観察）では、細胞内の様々な

生理機能にも影響を及ぼしてしまい、細胞外で

の機能だけを明らかにすることは困難である。そ

こで本研究では、（i）精製したタンパク質をバイオ

フィルム形成能の低い黄色ブドウ球菌株の培養

液に添加することで、バイオフィルム形成の変化

を調べる、（ii）様々な変異体の解析により、ClpB

の脱凝集活性や６量体構造の重要性を調べると

いう２通りのアプローチにより、細胞外 ClpB の機

能を評価した。（ii）に関して具体的には、N 末端

ドメイン欠損（∆N）、C 末端領域欠損（∆C）、

Middle ドメイン欠損（∆M）、Middle ドメインから C

末端領域の欠損（1-409）、D2から C末端領域の

欠損（1-567）、N ドメインから M ドメインの欠損

（551-857）変異体を用いた。 

 

（2）細胞外 ClpB の局在 

  ClpBの細胞外での局在を可視化することは、

バイオフィルム形成における ClpB の役割を知る

上で重要である。そこで、黄色ブドウ球菌由来の

ClpB を組換えタンパク質として発現・精製し、そ

れを抗原としてウサギ抗 ClpB 抗血清を作製した。

プロテイン A カラムを用いて、得られた抗血清に

含まれる IgGを精製した。その後、間接蛍光抗体

法や液中での電顕観察が可能な大気圧走査電

子顕微鏡（ASEM）を用いた免疫電顕法により、

細胞表層での ClpB の局在を解析した。免疫電

顕を行うに当たって、黄色ブドウ球菌が細胞壁に

発現する Spa や Sbi（いずれも IgG の Fc 部分に

結合する）の存在は、抗原特異的なシグナルの

検出を妨げるため、（i）spa sbi二重欠損株を用い

る、（ii）一次抗体に Fab 断片を用いる、（iii）二次

抗体の代わりに金粒子で標識したSpaを用いる、

という３通りの抗体ラベル法を開発した。 

 

（3）抗体を用いたバイオフィルム形成の阻害 

  細胞外での ClpB の機能を特異的に阻害す
ることで、バイオフィルム形成を阻害できるかを
評価した。具体的には、抗 ClpB ポリクローナル
抗体を培地中に添加することで、細胞外 ClpB

の機能を特異的に阻害し、バイオフィルム形成
能の変化を調べた。Spaや Sbiが存在すると、非
特異的な IgG でも黄色ブドウ球菌のバイオフィ
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ルム形成が阻害されるため、前述の spa sbi二重
欠損株を用いた。 

 

（4）ClpB の相互作用因子の同定 

  菌体外に排出された ClpB がバイオフィルム
形成の過程で黄色ブドウ球菌の表面に結合す
ることが分かったので、ClpB が認識する分子の
探索を試みた。プロテアーゼ処理前後での菌体
へのClpBの結合を比較し、細胞表層タンパク質
の重要性を調べた。また、プルダウンアッセイに
より、ClpB が認識する表層タンパク質を ClpB と
の複合体として回収し、LC-MS/MSにより同定し
た。さらに同定されたタンパク質をコードする遺
伝子の欠損株を作製し、ClpB の結合活性の変
化を調べた。 

 

（5）多菌種への外挿 

  黄色ブドウ球菌以外の菌種においても細胞
外のClpBがバイオフィルム形成に重要であるか
を調べた。具体的には、表皮ブドウ球菌、大腸
菌、緑膿菌、コレラ菌に対するバイオフィルム形
成促進効果を解析した。 

 

（6）新規なバイオフィルム制御因子の同定とバイ
オフィルム阻害法の開発 

  大腸菌やサルモネラを含む腸内細菌科の細
菌は、8型分泌装置を介してバイオフィルム形成
に極めて重要な細胞外アミロイド線維「curli」を
産生する。本研究では、大腸菌非必須遺伝子
欠損株ライブラリーを用いて、curli に依存したバ
イオフィルムの形成に重要な遺伝子の探索を行
った。 

  分子シャペロン DnaK が curli の産生に重要
な役割を果たしていることが分かったため、
DnaK の機能を阻害する低分子化合物を用いて
大腸菌のバイオフィルム形成に対する阻害活性
を評価した。バイオフィルム形成を阻害する化合
物に関して、dnaK欠損株に見られる表現型を指
標にして、その作用点がDnaKであるかを評価し
た。また、既存の抗菌薬との併用効果や黄色ブ
ドウ球菌のバイオフィルムに対する効果につい
ても検討した。 

  上記で得られた活性物質について構造活性
相関の解析を行い、より活性が高く、人体への
安全性の高い化合物の取得を試みた。ケミカル
プルダウンアッセイと遺伝子・タンパク質発現解
析を組み合わせて、得られた高活性化合物の
作用機序の解明を試みた。さらに、薬剤感受性
の細菌集団に存在する薬剤寛容性の少数の菌
（persister）に対する効果についても検討した。 

 
４．研究成果 
（1）AAA＋型脱凝集シャペロン ClpB の機能  

  ClpB の変異体解析により、バイオフィルム形
成促進効果が著しく低下するものと、そうでない
ものがあった。細胞外においてバイオフィルム形
成を促進する際には、６量体リング構造も基質タ
ンパク質を脱凝集するシャペロン活性も重要で
はないことが明らかとなった。つまり、ClpB は細
胞内と細胞外でまったく異なる様式で機能する

と考えられる。 

 

（2）細胞外 ClpB の局在 

  抗 ClpBポリクローナル抗体を用いて、バイオ
フィルム内部における ClpBの分布を調べた。間
接蛍光抗体法を用いて観察した結果、ClpB の
大部分が黄色ブドウ球菌の表面に局在していた。
さらに、ASEMを用いてClpBの局在をミクロなレ
ベルでも可視化した。ClpB に由来する金粒子
のシグナルは、黄色ブドウ球菌の表面に観察さ
れた（図 3）。 

 

 

 

 

 

 

 

図 3．Immuno-ASEMによる細胞外 ClpBの局在観察 

 

（3）抗体を用いたバイオフィルム形成の阻害 

  ClpB が菌の表面に結合することが確認され
たので、抗体を用いて細胞外での ClpB の機能
を阻害すれば、黄色ブドウ球菌のバイオフィル
ム形成を阻害できると考えた。まず、spa sbi二重
欠損株が野生株と同様にバイオフィルムを形成
することを確認した。次に、抗 ClpB ポリクローナ
ル IgGを培地中に添加したときのバイオフィルム
形成能の変化を調べた。その結果、抗 ClpBポリ
クローナル IgG を添加した場合には、バイオフ
ィルム形成が優位に低下したが、非特異的なウ
サギ IgG では効果はなかった。この成果はワク
チン開発の観点からも興味深い。 

 

（4）ClpB の相互作用因子の同定 

  ClpB がどのような機構で菌体表面に結合す
るかを明らかにするため、ClpB と黄色ブドウ球
菌との相互作用を解析した。あらかじめプロテア
ーゼ処理によって菌表面のタンパク質を分解し
た場合には、菌体への ClpB の結合が低下した
ことから、ClpB は何らかのタンパク質を認識して
いる可能性が考えられた。そこで、菌体表面に
付着したタンパク質を回収し、N 末端にヒスタグ
を付加した ClpB 精製標品（His-ClpB）が結合す
るタンパク質をプルダウン法により取得した。得
られた相互作用因子を質量分析により解析した
結果、Eap（extracellular adherence protein）が同
定された。Eap および His-ClpB を用いたプルダ
ウン法でも両者の結合が確認された。また、黄
色ブドウ球菌 eap 欠損株に対する ClpB の結合
が低下したことから、ClpBは Eapを足場として黄
色ブドウ球菌の細胞表層に結合すると考えられ
る。 

 

（5）多菌種への外挿 

 黄色ブドウ球菌以外の菌種として、表皮ブドウ
球菌、大腸菌、緑膿菌、コレラ菌を選択し、これ
らのバイオフィルム形成に対するClpBの促進効
果を解析した。その結果、いずれの菌種におい
ても促進効果が認められた。 
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（6）新規なバイオフィルム制御因子の同定とバイ
オフィルム阻害法の開発 

  網羅的な遺伝学解析の結果、大腸菌の curli

に依存したバイオフィルムの形成に必須な因子
として、分子シャペロン DnaKを同定した。プラス
ミドを用いた相補試験と変異体解析の結果から、
DnaK の生理機能が curli の産生に極めて重要
であることが分かった。 

  次に、in vitro において DnaK の機能を阻害
することが報告されている低分子化合物を用い
て、大腸菌のバイオフィルム形成を阻害できるか
を評価した。その結果、植物由来のポリフェノー
ルである Myricetin（Myr）（図 4A）が、大腸菌の
増殖を阻害せず濃度依存的にバイオフィルム形
成を抑制できることを明らかにした（図 4B）。これ
は、Myr を添加した際に、バイオフィルムの形成
に重要な curliの産生が抑制されているためであ
ることが示された（図 4C）。野生株に Myr を添加
した際には、dnaK 欠損株と同様の表現型が観
察されたことから、MyrはDnaKの機能を阻害す
ることでバイオフィルムの形成を抑制することが
示された。また、グラム陰性菌には効かないとさ
れていた抗生物質「バンコマイシン」が、Myr を
同時に添加することで有効になることも明らかに
なった。このことは既存の抗生物質の適用範囲
を拡張するという観点から意義深い。さらに Myr

は、メチシリン耐性株を含む黄色ブドウ球菌のバ
イオフィルム形成も抑制した。以上の結果より、
分子シャペロンDnaKはバイオフィルム形成に重
要で、DnaK がグラム陰性菌のみならずグラム陽
性菌の抗バイオフィルム薬の標的となりうること
が示された。 

 

 

 

 

 

 

 

図 4. 大腸菌のバイオフィルム形成に与える Myrの効果 

 

  Myr の類縁体が大腸菌のバイオフィルム形
成に与える影響を調べた。その結果、Myr の類
縁体 No. 4（MD4: Myricetin Derivative No. 4）が
Myrを加えた場合より効果的にバイオフィルムの
形成を抑制できることを見出した。MD4 の 50％
バイオフィルム阻害濃度（IC50）は 5.6 μM であり、
Myr（IC50=46.2 μM）よりもおよそ 10 倍高い活性
を示した。透過型電子顕微鏡で細胞外構造体
を観察したところ、MD4 を添加した場合に curli

の産生が抑制されていることが示された。また、
curli の産生に関わるタンパク質の発現を確認し
たところ、MD4 の添加により curli の産生に必須
なCsgDおよびRpoSの量が減少することを見出
した。さらに RT-PCR の結果から、csgD mRNA

および rpoS mRNA が MD4 添加時に減少する
ことが分かった。これらの結果より、MD4はRpoS

より上流の制御因子の機能を阻害している可能
性が示唆された。次に、薬剤寛容性（トレランス）

を示す persister の出現に RpoS が重要であると
報告されていることから、MD4 を用いることで
persister を抑制できるかを検討した。その結果、
MD4 と抗菌剤との併用により薬剤抵抗性の菌を
効率的に殺菌できることが示された。以上より、
バイオフィルムを阻害することだけに留まらず
persisterも抑制できることから、MD4は慢性感染
症の予防に有効であると考えられる。 

 

  以上、本研究の成果は、分子シャペロンの新
しい側面を浮き彫りにしたことだけでなく、バイオ
フィルム感染症のような慢性的な細菌感染の予
防を通して、人類の医療および保健の向上に資
すると期待される。 
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