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研究成果の概要（和文）：　黄色ブドウ球菌は約３割のヒトの鼻腔に棲む常在菌であるが、病原因子や薬剤耐性遺伝子
の水平伝達によって進化してきた重要な病原細菌でもある。
　本研究では、黄色ブドウ球菌の遺伝子水平伝達手段の一つ、自然形質転換について研究した。DNA取り込み装置遺伝
子を発現させるために必要なシグナル感知・伝達因子群を同定し、さらに本菌が高効率で自然形質転換を起こす環境を
明らかにした。また、いくつかの抗生物質が本菌の自然形質転換に影響することを明らかにした。本研究によって、本
菌の自然形質転換による進化能力の一側面が初めて明らかとなった。

研究成果の概要（英文）： Staphylococcus aureus is a commensal bacterium living in our nasal cavities. It 
is also an important human pathogen, and has acquired a variety of virulence factors and antibiotics 
resistance genes through horizontal gene transfer.
 In the present study, we focused on natural genetic competence. We succeeded in identification of 
factors that can sense environmental stimuli and control the expression of DNA incorporation machinery. 
We also succeeded in identification of growth conditions that increases transformation frequency. In 
addition, we found that some of the currently used antibiotics can affect the natural transformation. 
Thus, this study first clarified new aspects on the evolutionary ability by natural genetic competence in 
S. aureus.
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１．研究開始当初の背景 
 
 黄色ブドウ球菌（Staphylococcus aureus ）
は約３割のヒトの鼻腔に棲む常在細菌であ
るが、多数の病原因子を水平伝達で獲得して
おり「毒素のデパート」とも呼ばれる。免疫
力が低下した宿主に多様な病原性を示す日
和見感染が従来から問題となっているが、市
中感染型の強毒株は健常人にも感染して重
篤な疾患を惹起する。薬剤耐性問題も深刻で
あり、メチシリン耐性株（MRSA）が院内感
染因子として蔓延している。今後も、多様な
外来遺伝子を取り込んで新たな病原性や耐
性を獲得する可能性がある。 
 一般にグラム陽性細菌の遺伝子の獲得機
構（水平伝達）には「接合」、「ファージによ
る形質導入」、「細胞外 DNA の能動的な取り
込み（コンピテンス）による形質転換」の３
つが挙げられる。これらは全て病原性や様々
なストレス耐性因子の獲得、あるいは多様性
の維持と直接関係する。黄色ブドウ球菌では
接合プラスミドは稀である。一方、ほとんど
の分離株には溶原化ファージ（プロファー
ジ）が存在し、ファージによる形質導入は本
菌の遺伝子水平伝達に大きく寄与している
と考えられている。しかし、ブドウ球菌ファ
ージによる形質導入で伝達される長さは約
45kbp が限界であり、本菌の重要な水平伝達
遺 伝 因 子 で あ る カ セ ッ ト 染 色 体
（ Staphylococcal cassette chromosome: 
SCC）には、これより長いものが存在する。
コンピテンス能は、細胞膜に存在するコンピ
テンス装置（DNA 取り込み装置）を介して
細胞外 DNA を細胞内に取り込む能力である。
本菌のコンピテンス能の証明は我々の 2012
年の論文が最初である（PLoS Pathog 2012）。 
 我々はコンピテンス遺伝子群（例えば
comE, comG オペロンなど）の機能発現につ
いて以下を明らかにしていた。 
(1)シグマ因子（プロモータ認識因子）SigH

がコンピテンス遺伝子群の発現を直接制
御する。 

(2) SigHは通常の培養条件ではほぼ発現され
ない（10-5 以下）。特定の完全合成培地
（CS2 培地）において SigH を発現する細
胞は数パーセントにまで増加する。 

(3)特定の株（N315）に SigH を強制発現さ
せ、CS2 培地で培養すると、コンピテン
ス状態となり外来 DNA を取り込む。これ
に よ っ て 、 プ ラ ス ミ ド や Type II 
SCCmec(形質導入では伝達できないほど
大きな 52kbp の SCC)が水平伝達する。 

 一方、SigH の強制発現によってコンピテ
ンス装置が蛋白質レベルで発現しても、CS2
培地以外の培地ではコンピテンス能は検出
されない（環境依存性）。また、コンピテン
ス能が検出されるのは当時 N315 由来株だけ
であった（株特異性）。 
 これらのことは、細胞外 DNA を取り込む
ためには、①環境シグナルの感知・統合によ

って少数の細胞で誘導される SigH 発現が必
須であり、さらに②コンピテンス装置が実際
に機能するためには特定の培養環境（CS2 培
地）に依存し、かつ株特異的な何らかの付加
的条件が必要であることが考えられた。 
 
 
 
２．研究の目的 
 
 そこで本研究は以下を明らかにすること
を目的とした。 
(1) SigH が発現する仕組み 
 どのような環境シグナルが統合されて
SigH の発現に至るかを解明する。 
(2)コンピテンス装置が機能するために必要
な条件 
 細胞壁構造の関与（後述）を念頭に付加的
要因を解明する。 
 これらによって黄色ブドウ球菌の進化局
面をコンピテンス能の発揮という観点から
解明し、コンピテンス能を制御する手段を提
示することを目標とした。 
 
 
 
３．研究の方法 
 
 黄色ブドウ球菌のコンピテンス能による
進化能力を理解するために必要な２つの課
題に取り組んだ。 
(1)SigH を発現させる未知メカニズムについ
ては、 
①関与する上流のシグナル伝達系を明らか
にする方法と、 

②制御に直接関わる因子を探索する方法を
試みた。 

 これらによって必要な環境シグナルを特
定し、シグナルネットワークがどのように
SigH 発現制御因子に統合されるのか、を調べ
た。 
(2)コンピテンス装置が機能するために必要
な付加的条件については、細胞壁構造の関与
が強く示唆されていた。細胞壁合成阻害剤な
どで人為的に細胞壁を不完全にすることで
コンピテンス能が発揮されるかを調べた。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)SigH が発現する仕組み 
 SigH を発現させるメカニズムを明らかに
するために、①関与する上流のシグナル伝達
系を明らかにし、②制御に直接関わる因子を
同定するための研究を行った。 
①SigH 発現に必要な環境シグナルと制御ネ
ットワークを理解するために、SigH の発現を
制御していることが期待される制御因子群
の役割を調べた。 
 SigH 発現は環境応答的である（CS2 培地で



の 8時間以上の培養で SigH 発現細胞が増加）。
本条件においては、細胞密度を感知するクオ
ラムセンシング系（Agr 系）は SigH 発現に必
須ではないことを報告していた。一方、17 種
類ある二成分制御系などの制御因子群の関
与は不明であった。二成分制御系の各破壊株
において、SigH の活性を GFP レポータによっ
て解析したところ、幾つかの二成分制御系が
関与することを見出した。さらに、長期培養
において SigH がさらに高度に発現すること
を見出した。長期培養においても二成分制御
系の関与を調べると、8時間培養での SigH 発
現に必要な二成分制御系とは異なるものが
関与することが明らかとなった。このことは、
複数の環境情報が SigH 発現制御に関わるこ
とを示唆するものであった。得られた二成分
制御系の情報を参考に、形質転換条件をいく
つか試したところ、高効率で形質転換が起こ
る条件を見出すに至った。本結果はパスツー
ル研究所 Tarek Msadek、筑波大学大庭良介ら
との共同研究として、投稿準備中である。 
 
②SigH が直接的にはどのようなメカニズム
で小数の細胞で発現するかを明らかにする
ために、直接制御因子の同定を試みた。 
 SigH が発現するために、転写後レベルの制
御が重要であることはすでにあきらかにし
ていた。具体的には、sigH mRNA の 5’非翻
訳領域にある Inverted repeat（IR）が通常
時に翻訳を抑制しており、CS2 培地ではこの
抑制が小数の細胞で解除される。しかし、IR
による翻訳抑制がどのようなメカニズムで
解除されるかは明らかになっていない。本項
目では、少数細胞で発現するという特徴を示
すのに必要十分な mRNA 領域を同定しようと
試みた。様々な長さの sigH mRNA (5’-UTR
を含む)を sigB遺伝子に融合し、SigB 活性を
GFP レポーターでモニターする系を構築して、
各領域が持つ翻訳活性を検討したが、各プラ
スミドの安定性が低下し（40-60 パーセント
の細胞においてプラスミドが脱落）頻度比較
が十分にできなかった。ただし、5’-UTR か
ら sigH コーディング領域上部までの短い配
列を発現させた株では、IR領域の破壊の有無
によらず発現頻度が 10 パーセント前後であ
ったのに対し、sigHのコーディング領域をほ
ぼ全長含む配列を発現させた株では、IR領域
を破壊することで約 50 パーセントの細胞に
おいて SigH が発現するという知見を得てい
る。これは、sigH mRNA のうち、5’UTR に加
えてコード領域も制御に関わっていること
を示唆する結果であり、さらに検討を続ける
必要がある。 
 また、翻訳制御に関わることが報告されて
いる Hibernation promoting factor (HPF)
について、SigH 発現の制御への関与を検討し
た。GFP レポーターを用いた解析の結果、HPF
欠損 N315 株では SigH の発現頻度が 20〜65
パーセントに上昇することを見出した（野生
株の発現頻度は数パーセント）。このことは、

HPFがSigHの発現を負に制御していることを
示唆する。コンピテンス能の観察されていな
い RN4220 株を用いて同様の試験を行ったが
頻度上昇はみられなかったことから、HPF に
よる発現制御は株依存的である可能性が高
く、コンピテンス能発揮の株特異性を説明し
うる手がかりを得たと考えている。 
 
(2)コンピテンス装置が機能するために必要
な条件 
 SigH を人為的に強制発現させてもコンピ
テンス能は現れず、以下のような付加的な条
件が必要である。 
 株特異性：SigH の強制発現によってコンピ
テンス装置を発現させても、コンピテンス能
が現れる株は限定される（N315 由来株）。 
 環境依存性：N315 由来株に SigH を強制発
現させたものでも、CS2 培地で培養しない限
り、コンピテンス能は現れない。 
 すなわち、コンピテンス能を示すためには、
コンピテンス装置（comG オペロン、comE オ
ペロン等にコードされ、全て SigH で誘導さ
れる）の発現だけでは不十分であり、なんら
かの株特異的な要因、環境依存的な要因がコ
ンピテンス能の発揮に必要であると考えら
れた。本項目では、未知の付加的条件を明ら
かにするために、細胞壁構造に着目した。細
胞壁が関与する示唆的結果はすでに得てい
た。すなわち、N315 由来株を CS2 培地で培養
すると、細胞壁構造が不完全となる。この変
化は SigH の発現にかかわらず起こるが、異
なる系統の株（COL 等）では細胞壁構造は不
完全とはならない。 
 このことから「SigH によるコンピテンス装
置の発現に加えて、細胞壁構造が不完全とな
ることで、DNA がコンピテンス装置にアクセ
スできるようになる」と考えて研究をすすめ、
以下のことを明らかにした。 
 細胞壁を人為的に破損させてもコンピテン
ス能は発揮されなかった。細胞壁分解酵素
（リゾスタフィン）、グラスビーズ、によっ
て、SigH 過剰発現株の細胞壁を傷付けた後、
形質転換効率を調べたが、効率の増加は認め
られなかった。 
 細胞壁合成阻害剤の中には形質転換効率
を上げるものが存在した。SigH 過剰発現株を
各種抗生物質存在下で培養し、形質転換効率
を調べた。細胞壁合成阻害剤のいくつかが形
質転換効率を上昇させた。その他の抗生物質
についても検討したところ、形質転換を抑制
するものも存在した。以上の結果は、抗生物
質の処方が本菌の遺伝子水平伝達に影響し
うるという可能性を示唆するものであり、現
在投稿中である（Nguyen Thi Le Thuy et al., 
投稿中）。 
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