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研究成果の概要（和文）：AD由来株とnon-AD由来株のそれぞれのマウス固着菌数の比を解析した結果、AD由来株でFKO
マウスに有意に固着していることが判明した。また蛍光AD株の作製を目指して発現プロモーターとしてsarA P1 promot
er、そして、sod遺伝子のRBS配列に置き換えたプラスミドを作製することで、良好なGFP発現AD株が作製できた。AD由
来株TF3378のドラフトゲノム配列を取得し、gap箇所をサンガー法によりclosingを行って、最終的に完全長のゲノム配
列を得ることができた。他の株間とのゲノム比較解析した結果、AD由来株に特徴的な病原関連因子の候補となる幾つか
の遺伝子を検出できた。

研究成果の概要（英文）：Comparison of adherent bacterial number of AD-derived S. aureus and non 
AD-derived S. aureus to the skin of FKO mouse indicated AD-derived S. aureus adhered more to the skin. We 
established an expression plasmid carrying sarA P1 promoter and RBS sequence of sod gene hooked with gfp 
and transformed AD-deribed S. aureus. We also finished complete DNA sequencing of TF3378 (AD-derived) 
genome. Comparison with other finished sequences of S. aureus revealed some potential virulence-related 
genes specific to AD-derived S. aureus.

研究分野： Bacteriology

キーワード： S. aureus
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１．研究開始当初の背景 
 近 年 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 （ Atopic 
dermatitis, AD）の患者は増加傾向にあり、
小児期のみではなく成人患者も増加してい
る。AD 患者の患部からは黄色ブドウ球菌が
ほぼ 100％に近い確率で分離される事は周知
である。しかしながら、AD 皮膚に感染する
黄色ブドウ球菌の特性、アトピー素因を有す
る皮膚への黄色ブドウ球菌感染が皮膚炎の
増悪化、菌の定着を招くのか、皮膚炎の状態
が黄色ブドウ球菌の感染・定着を誘発するの
かは明らかになっていない。これらを検証す
る為にはアトピー素因を持つ動物を用いた
感染モデル実験が必要となる。 
 
２．研究の目的 
 代表的な皮膚感染症原因菌である黄色ブ
ドウ球菌は、アトピー性皮膚炎（Atopic 
dermatitis, AD）の増悪化にも関連し、難治
化の要因の一つである。本研究は、黄色ブド
ウ球菌の AD 皮膚への菌の付着・定着性を、
フィラグリン欠損マウスと野生型マウスを
用いて検討し、AD 皮膚に感染する株特有の
皮膚定着機構を解明することを目的とする。
本研究の遂行により、AD 増悪化における黄
色ブドウ球菌の初期の感染メカニズムを理
解し、慢性疾患の予防的なコントロールにつ
ながる情報基盤を確立する事ができると考
えられる。 
 
３．研究の方法 
・皮膚環境に対する適応性の解析 
 蛍光発色させた AD 由来株を用いて、
FKG-KO マウスに感染させてアトピー皮膚
環境への本株の適応性を他の株と比較解析
する。また、AD 由来株の有する様々な皮膚
環境因子に対する抵抗性を評価する。 
 
・皮膚への固着性に関わる細菌側の因子の同
定 
 FKG-KO マウスの皮膚上での AD 由来株
の遺伝子発現パターンを野生型マウスと比
較して菌固着に関連する因子を探索する。ま
た、ゲノム比較解析から AD 由来株の皮膚固
着形成機序についてアプローチする。 
 
４．研究成果 
・皮膚環境に対する適応性の解析 
 ヘアレス FKG-KO, WT マウスを用いた皮膚
付着/固着実験を行った。その結果、AD 由来
株と non-AD 由来株における FKG-KO 及び WT
マウス皮膚での付着能は、有意な差が認めら
れなかった。しかしながら、AD 由来株と
non-AD 由来株のそれぞれのマウス固着菌数
の比を解析した結果、AD 由来株で FKO マウス
に有意に固着していることが判明した。 
 これまでに蛍光 AD 株の作製が困難であっ
たが、発現プロモーターとして sarA P1 
promoter、そして、sod 遺伝子の RBS 配列に
置き換えたプラスミドを作製することで、良

好な GFP 発現 AD 株が作製できた。 
・皮膚への固着性に関わる細菌側の因子の同
定 
AD 由来株の固着能に関わる遺伝子を探索す
るため、また、AD 由来株で特徴的な病原関連
遺伝子を探索するため、AD 由来株 TF3378 の
ドラフトゲノム配列を取得し、gap 箇所をサ
ンガー法により closing を行って、最終的に
完全長のゲノム配列を得ることができた。他
の株間とのゲノム比較解析した結果、AD由来
株に特徴的な病原関連因子の候補となる幾
つかの遺伝子を検出できた。そのうちの一つ
として、エンテロトキシン様因子をコードす
る遺伝子に着目し、組換え体を作製した。ヘ
アレス FKG-KO マウスを用いた病原性解析を
行ったところ、血管拡張や産毛の脱毛反応が
観察された。一般的に黄色ブドウ球菌の多く
のエンテロトキシンはスーパー抗原活性に
より、種々のサイトカイン遊離を惹起する。
この新規エンテロトキシン様因子も免疫応
答の惹起による生体反応を引き起こしてい
ることが考えられた。 
 詳細な病原性解析を進めるためには、AD 株
の遺伝子組み換え変異株の作製が必要不可
欠である。ところが、AD 株では常法の相同組
み換え法による遺伝子欠損株の作製が困難
であったので、新たな遺伝子改変技術として、
CRISPR/Cas9 を用いて、時間を要したが黄色
ブドウ球菌用に改変したシステムを構築で
きた。並行して、mRNA レベルで発現を抑制す
る CRISPRi 用プラスミドを作製し、様々な病
原関連因子の発現を効率良くオフにできる
ことも検証した（投稿中）。 
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