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研究成果の概要（和文）：糖尿病患者はヒト常在性の細菌による感染症に罹患しやすい。これまで、ヒト常在性細菌が
糖尿病患者に対して重篤な感染症を引き起こすメカニズムは不明であった。本研究で我々は、独自に開発した高血糖カ
イコ感染モデルを用いて、高血糖状態のカイコを殺傷するために必要な黄色ブドウ球菌の新しい病原性遺伝子を三つ同
定した。本研究から、細菌が糖尿病状態の宿主に対して病原性を示すための特定のシステムを有していることが明らか
になった。

研究成果の概要（英文）：Diabetic patients are sensitive to infection caused by resident bacteria. However,
 molecular mechanisms of the resident bacteria for causing severe infectious diseases against diabetic pat
ients are still unknown. In this study, we identified three genes, which were required for virulence of St
aphylococcus aureus (S. aureus) against hyperglycemic silkworms. Our findings suggest that bacteria posses
s specific system for infection against diabetic patients.
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１．研究開始当初の背景 
 糖尿病は慢性的な高血糖を主な特徴と

する代謝障害疾患である。様々な治療薬が開
発されているが、糖尿病患者の数は世界中で
増加傾向にある。糖尿病患者は、特定の病原
性細菌による感染症に対して感受性になる
ことが報告されている。例えば、糖尿病患者
における Staphylococcus aureus (黄色ブド
ウ球菌) による敗血症や足部潰瘍によるリス
クは健常人に比べて高い。また糖尿病患者の
足部潰瘍からは Pseudomonas aeruginosa 
(緑膿菌)、 Listeria monocytogenes (リステリ
ア)、Salmonella typhimurium (サルモネラ) な
どの特定の病原体が検出される。糖尿病患者
の足部感染症による潰瘍のリスクファクタ
ーとして、糖尿病により起こる神経障害
(neuropathy)、血管障害(vasculopathy)、免疫
機能障害(immunopathy)が挙げられる。特に、
神経障害(neuropathy)の発症が足部の感染症
に大きく寄与している(Afsoon D. Roberts, et 
al, Seminars in Vascular Surgery, 2012)。実
際に、特定の病原性細菌が神経障害を発症し
た糖尿病患者の足部に潰瘍を起こす。さらに、
糖尿病マウスは黄色ブドウ球菌、緑膿菌、リ
ステリアによる感染に対して健常なマウス
より感受性であることが報告されている。こ
れらの知見は、いくつかの細菌が糖尿病状態
の宿主に感染しやすいことを示唆している。
しかし、特定の病原性細菌が糖尿病宿主に起
こる環境の変化に対応して、通常の宿主感染
時とは異なる病原性発現システムを作動さ
せていると推察されるが、その分子レベルの
理解はなされていない。特定の細菌が糖尿病
宿主内で生存するための環境応答機構を明
らかにすることは、糖尿病患者に有効な細菌
感染に対する治療法や予防法の開発に貢献
すると期待される。 
 糖尿病宿主に対する病原性のための細菌
の環境適応に関わる遺伝子の同定は、その分
子機構を解明するために必要である。しかし、
細菌の遺伝子のスクリーニングのためにマ
ウスやラットなどの哺乳動物の糖尿病動物
を大量に使用することは、高いコスト、飼育
用のスペース、及び動物愛護の問題から困難
であった。最近、我々は高グルコース餌の給
餌によりカイコが高血糖となることを見出
し、報告した(Matsumoto et al., 2011)。高血
糖となったカイコにヒトインスリンを投与
すると血糖値は低下する(Matsumoto et al., 
2011)。また、インスリンに対する応答の分
子機構は哺乳動物と昆虫の間で共通してい
ることが知られている。従って、高血糖カイ
コはヒトの糖尿病のモデルとなると考えら
れる。一方、我々はこれまでにカイコを用い
て、黄色ブドウ球菌、緑膿菌などの細菌なら
び に Candida albicans, Cryptococcus 
neoformans などの病原性真菌の感染モデル

を確立した。多数の動物個体を扱うことが容
易であるカイコを用いることにより、病原体
の病原性発現に必要な遺伝子を同定するこ
とが可能である。実際に我々は、カイコ感染
モデルを用いて、黄色ブドウ球菌の新規病原
性遺伝子 cvfA, cvfB, cvfC, sarZ を同定し、そ
の遺伝子産物の機能に関する解析を行って
いる。そこで、我々はカイコの高血糖モデル、
及び感染モデルが糖尿病宿主環境に適応す
るために必要な細菌の遺伝子の同定を通じ
た分子機構の解明に有用なのではないかと
考えた。 
 
２．研究の目的 
高血糖カイコ感染モデルを用いた糖尿病宿
主感染に必要な病原性細菌の病原性遺伝子
の同定である。 
 
３．研究の方法 
(1)高血糖カイコの飼育条件 
 抗 生 物 質 を 含 ま な い 稚 蚕 人 工 飼 料 
(Silkmate) にグルコースを添加して、均一に
なるまで混合することにより高グルコース
餌を作成した。5 令 1 日目のカイコ幼虫に高
グルコース餌を 1.1g/匹の割合で 18-24 時間
摂食させることにより高血糖カイコを飼育
した。10％のグルコースを含む餌を高グルコ
ース餌として使用した。カイコは 27℃の条件
にした安全キャビネット内で飼育した。 
(2)カイコを用いた感染実験 
基本的にはこれまでの方法に従ってカイコ
を飼育した (Hamamoto et al., 2004; Kaito et 
al., 2002)。適当な菌数になるように生理食塩
水 (0.9% NaCl) を用いて菌液を希釈した。ピ
ンセットで触っても動かないカイコを死亡
したと判定した。感染から 24 時間後の生存
率から、各種菌株のカイコに対する LD50を決
定した。LD50を決定する際には、各投与菌量
につき 5 匹ずつのカイコを使用した。LD50

を決定する際には、生理食塩水を注射したカ
イコが全数生存しているのを確認した。 
(3)黄色ブドウ球菌に感染した高血糖カイコ
の病理組織解析 
 黄色ブドウ球菌野生株 (7×106 CFU) を
通常カイコもしくは高血糖カイコに注射し
た。体重が 1.0-1.2g のメスのカイコ個体を実
験に使用した。感染から 24 時間後にカイコ
を 10 分間、氷の上に放置し麻酔した。氷で
冷却した 4%ホルムアルデヒド 40ml にカイ
コを 3 匹回収した。作成したカイコの組織切
片をグラム染色した。 
(4)糖尿病マウスを用いた感染実験 
 7-8 週齢の C57/BL6J のオスのマウスにス
トレプトゾトシン (Nacalai tesk) (7.5mg/ml, 
500ul / 匹) をマウス腹腔内に単回投与し、そ
の後 1 週間飼育した。血糖値が 250mg/dL 以
上になったマウスを糖尿病状態にあると判



断した。PBS で希釈した菌の一晩培養液を糖
尿病マウスの尾静脈に注射した。注射後のマ
ウスの生存数を経時的に測定した。また、ス
トレプトゾトシン処理を行っていないマウ
スを通常マウスとした。黄色ブドウ球菌のマ
ウスに対する LD50を感染から 4 日後の点で
決定した。 
 
４．研究成果 
(1)高血糖カイコ感染モデルの確立 

ヒトの糖尿病患者が高感受性となる病原
性細菌として、黄色ブドウ球菌、緑膿菌、サ
ルモネラ、及びリステリアが知られている 
(Joshi et al., 1999; Kanafani et al., 2009)。
また、糖尿病モデルマウスは、これらの細菌
による感染に対して高感受性であることが
報告されている (Ikejima et al., 2005; 
Park et al., 2009; Pezzulo et al.; Rich and 
Lee, 2005)。本研究で我々は最初に、高血糖
にしたカイコがこれらの病原性細菌に高感
受性であるかを検討した。黄色ブドウ球菌
Newman 株、緑膿菌 PAO1 株、サルモネラ
ATCC14028s 株、及びリステリア 104035 株を
それぞれカイコに注射し、カイコの生存数の
経時変化を調べた。これらの細菌は、通常カ
イコよりも早く高血糖カイコを殺傷した(図
1)。また、菌液注射から 24 時間後において
カイコの半数を殺傷するために必要な菌数 
(LD50 : 50% Lethal dose) を高血糖カイコと
通常カイコで比較したところ、黄色ブドウ球
菌 Newman 株、緑膿菌 PAO1 株、サルモネラ
ATCC14028s 株、及びリステリア 104035 株い
ずれについても、高血糖カイコに対する LD50

は通常カイコに対するLD50よりも小さい値で
あった。これらの結果は、高血糖カイコが通
常カイコよりもこれらの菌に高感染性であ
ることを示唆している。一方、ヒトの日和見
病原性細菌ではあるが、特に糖尿病患者に対
して感染しやすいとは考えられていないマ
ル ト フ ィ リ ア 菌 (Stenotrophomonas 
maltophilia) SM1 株では、高血糖カイコに対
するLD50と通常カイコに対するLD50との間に

差は認められなかった。 
 
(2)黄色ブドウ球菌の菌株間の通常カイコ、
及び高血糖カイコに対する病原性の違い 
 次に我々は、黄色ブドウ球菌の種々の臨床
分離株、及び実験株について、高血糖カイコ、
及び通常カイコに対する病原性を比較した。
高血糖カイコ黄色ブドウ球菌臨床分離株6株 
(MSSA3 株、MRSA3 株) の高血糖カイコに対す
るLD50はいずれも通常カイコに対するLD50よ
りも小さい値を示した(図 2)。すなわち、高
血糖カイコは、これらの菌株に対して、高感
染性であった。これに対して、黄色ブドウ球
菌 N315 株の高血糖カイコに対する LD50と通
常カイコに対するLD50との間には差は認めら
れなかった。したがって、同じ黄色ブドウ球
菌であっても、遺伝的背景の違いにより高血
糖状態の宿主に対する病原性が異なってい
ると考えられる。これは、黄色ブドウ球菌に
は、高血糖宿主環境への適応の仕組みがある
ことを示唆している。 

 
(3)高血糖カイコに対する病原性に必要な黄
色ブドウ球菌の遺伝子の探索 

同一菌種であっても高血糖カイコに対す
る病原性が異なるという黄色ブドウ球菌の
実験株、及び臨床分離株の結果から我々は、
黄色ブドウ球菌が遺伝子発現の調節により
高血糖状態の宿主環境に適応しているので
はないかと考えた。それゆえ、我々は、黄色
ブドウ球菌の実験株である Newman 株の遺伝
子破壊株ライブラリーと高血糖カイコ感染
モデルを用いて、高血糖カイコに対する殺傷
力に寄与する黄色ブドウ球菌の遺伝子の同
定を試みた。その結果、我々は、いくつかの
遺伝子破壊株が高血糖カイコに対する殺傷
に要する時間は長くなるが、通常カイコに対
するそれは変化しないことを見出した()。細
胞 表 層 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る

 
図１ 黄色ブドウ球菌感染における高血糖カ
イコの感受性の増大 

 
図２ 黄色ブドウ球菌の菌株間でのカイ
コ殺傷能の違い 
＊P < 0.05 :それぞれの菌株における通常
カイコに対する LD50 と比べた 



iron-regulated surface determinant A 
(isdA) 遺伝子 (Clarke et al., 2004)、GGDEF 
domain containing protein from 
Staphylococci (gdpS) 遺伝子 (Shang et al., 
2009)、及び機能未知の遺伝子である SA0525
遺伝子は、高血糖カイコに対する病原性に必
要な遺伝子として同定された。我々は、
SA0525 遺 伝 子 を
hyperglycemic-state-dependent virulence 
factor against silkworm A (hdvA)と名付け
た。isdA破壊株、 gdpS破壊株、hdvA破壊株
がカイコの半数を殺傷するために必要な菌
数 (LD50)は野生株に比べて多かった。これに
対してこれらの遺伝子破壊株の通常カイコ
に対する LD50は野生株と差がなかった。した
がって、これらの遺伝子は、通常カイコを殺
傷するのには必要ないが、高血糖カイコを殺
傷するのに必要であると考えられた。 
 次に我々は黄色ブドウ球菌の isdA遺伝子、
gdpS 遺伝子ならびに hdvA 遺伝子がこの菌の
糖尿病マウスに対する病原性に必要である
かを検討した。我々はストレプトゾトシン処
理により作出したⅠ型糖尿病マウスに、野生
株、isdA破壊株、gdpS破壊株及び hdvA破壊
株を静脈注射により感染させ、生存率の経時

的な変化を調べた。黄色ブドウ球菌野生株に
感染した糖尿病マウスは、通常のマウスより
も早く死亡した。さらに、isdA破壊株、gdpS
破壊株および hdvA 破壊株の注射による糖尿
病マウスの死亡は、野生株に比べて遅延して
いた。また isdA 破壊株の糖尿病マウスに対
する LD50は野生株より上昇していた。これら
の結果は高血糖カイコに対する病原性に必
要であるとして探索された isdA遺伝子、gdpS
遺伝子、及び hdvA 遺伝子が糖尿病マウスに
対する病原性にも必要であることを示唆し
ている。 
  
(4)まとめ 
 本研究から、糖尿病宿主に感染するために
必要な細菌の遺伝子が存在することが明ら
かとなった。これは、糖尿病宿主に感染しや
すい病原性細菌が糖尿病宿主環境に適応し、
病原性を発揮する特定のシステムを有して
いることを示唆している。同定された遺伝子
の機能を解明することにより、細菌が糖尿病
患者に感染するために利用している詳細な
分子機構を明らかにできると期待できる。本
研究を通じて、糖尿病患者の合併症の一つで
ある感染症の発症、重篤化のシステムが理解
でき、予防法や治療法の開発に貢献できると
私は期待している。 
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図 3 高血糖カイコ特異的な黄色ブドウ球
菌の病原性遺伝子群の同定 
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