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複雑系における細菌―細菌間，細菌―宿主間
の相互作用

１． は じ め に

ヒトは，常在細菌（善玉菌）により病原細菌（悪玉菌）

から守られていると言われている．しかしながら，細菌―

細菌間および細菌―宿主間に存在するであろう複雑な相互

作用のために，その実態を知ることは難しい．近年我々

は，ヒト常在細菌叢という複雑系において，疫学・in vi-

tro・in vivo 研究を組み合わせた総合的アプローチを用い

ることで，ヒトの常在細菌である表皮ブドウ球菌がヒトの

主要な病原細菌である黄色ブドウ球菌の定着を阻害するこ

とを見いだした１，２）．また本年，黄色ブドウ球菌の定着を阻

害する因子の結晶化とその構造解析を行った３）．本稿にお

いて，我々が得た知見や研究手法について紹介したい．

２． 研 究 の 背 景

１）黄色ブドウ球菌について

黄色ブドウ球菌は今から約１３０年前に膿中から分離され

た４）．当初，表在性の化膿性疾患を引き起こす細菌と考え

られてきたが，その後の調査により，肺炎や敗血症，そし

て心内膜炎のような重篤な感染症を引き起こすことが明ら

かにされ，今日では医学的に極めて重要な細菌として認識

されている５）．またMRSA（メチシリン耐性黄色ブドウ球

菌）などの多剤耐性の黄色ブドウ球菌による院内感染は，

医療機関において大きな問題となっている６）．

２）黄色ブドウ球菌の保菌率について

臨床的には良く知られるようになった黄色ブドウ球菌で

はあるが，その一方で黄色ブドウ球菌の生態に関しては不

明な点が多い．黄色ブドウ球菌は，我々ヒトの約３０％に

存在することが知られている７）．数多くの国で黄色ブドウ

球菌の保菌率について調べられているが，国ごとで大きく

変わるという報告はない．それ故，何らかの規定因子／メ

カニズムがあるのではないかと考えられる．この規定因子

の解明は，微生物の生態学的側面を明らかにするのみなら

ず，黄色ブドウ球菌感染症に対する新たな治療法ならびに

予防法の開発につながると考えられ，これまでに数多くの

研究がなされてきた．

黄色ブドウ球菌の保菌率を説明する上で，最初に考えら

れるものとして宿主側の因子があげられる．つまり，宿主

の免疫の強さの違いによって，黄色ブドウ球菌の定着のし

やすさが変わるのではないかという仮説である．これは大

変魅力的な考えであり，ヒトの自然免疫系の一員であるイ

ンターロイキン等の遺伝子多型と黄色ブドウ球菌の保菌率

に関する調査が行われた７）．しかしながら，現象を説明し

うる有意な相関を見いだせず，いまだその仮説は実証され

ていない．

次に考えられるのは，黄色ブドウ球菌側の因子である．

ヒト組織に対して接着しやすいタイプの黄色ブドウ球菌が

いるのではないかという考えである．接着因子の同定を目

指して大きな努力が払われた結果，いくつかの因子が見い

だされた７）．しかしながら，ほとんどすべての黄色ブドウ

球菌がこれらの接着因子を有していることが判明し，黄色

ブドウ球菌側から保菌率を説明することは現在のところ難

しい．

３． 研究の切り口

我々は，「黄色ブドウ球菌を保菌していない約７０％の
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人々は，何らかのメカニズムにより黄色ブドウ球菌の定着

から免れている」という考えのもと，新たな保菌率規定因

子の探索を行った．また試験管内の現象と実際のヒトで見

られる現象とをリンクさせるため，我々は，疫学・in vi-

tro・in vivo 研究を組み合わせた総合的アプローチにより

本課題に取り組んだ．以下にその流れを記す．

第一に，我々は，黄色ブドウ球菌の保菌率を規定する因

子として，細菌間干渉に着目した．細菌間干渉とは，異な

る細菌同士が互いに，もしくは一方の生育を抑制すること

をいう．この現象は古くから見いだされており，黄色ブド

ウ球菌についても今から数十年ほど前に盛んに検討され

た８，９）．その後，分子生物学の進展と相対する形でこれらの

研究は下火になったものの，２０００年代においていくつか

の重要な報告がなされた．中でも興味深いのは，幼少期に

おいては，肺炎球菌が黄色ブドウ球菌の定着を阻害してい

る可能性を示す報告である．本報告によると，全ての肺炎

球菌が，黄色ブドウ球菌の定着を阻害しているわけではな

く，肺炎球菌ワクチンに感受性のあるもののみが黄色ブド

ウ球菌の定着を阻害しているというのである．この現象が

疫学論文として報告されたのは２００４年であるが，興味深

いことに，ほぼ同時期に二つの独立したグループによって

見いだされている１０，１１）．

これらの知見から，我々は，健康成人においても細菌間

干渉が重要な役割をはたしているのではないかと考えた．

４． 結 果

１）菌の分離と疫学的検討

常在細菌による黄色ブドウ球菌の定着阻害メカニズムを

解明する第一歩として，我々は，鼻腔に優勢な常在細菌で

ある表皮ブドウ球菌に着目し，表皮ブドウ球菌が黄色ブド

ウ球菌の定着を阻害する可能性を有するかどうかを検討し

た．最初に我々は，８８人の被験者（健康成人男女）の鼻

腔から黄色ブドウ球菌と表皮ブドウ球菌を分離した．その

結果，黄色ブドウ球菌は約３２％の被験者に存在すること，

また表皮ブドウ球菌は９８％の被験者に存在することが確

認された．分離された９６０株の表皮ブドウ球菌の培養上清

を黄色ブドウ球菌と共に培養し，表皮ブドウ球菌が黄色ブ

ドウ球菌に与える影響を検討したところ，表皮ブドウ球菌

には，黄色ブドウ球菌のバイオフィルム形成を阻害するタ

イプ（阻害性表皮ブドウ球菌）と阻害しないタイプ（非阻

害性表皮ブドウ球菌）の二つのタイプが存在することが明

らかになった．これらの結果を基に疫学的解析を行ったと

ころ，阻害性表皮ブドウ球菌が存在する場合，黄色ブドウ

球菌の定着率は有意に低いことが判明した．

２）因子の探索

予備的検討から，黄色ブドウ球菌のバイオフィルム形成

を阻害する因子はタンパク質であり，阻害性表皮ブドウ球

菌の培養上清に存在することが示唆された．そこで我々

は，一連の分画手順によってその培養上清から阻害因子と

して，表皮ブドウ球菌セリンプロテアーゼ Esp１２～１４）を単

離・同定した．遺伝子破壊株を用いた実験から，Espが阻

害因子であることが確認された．Espは阻害性表皮ブドウ

球菌の培養上清に存在することがイムノブロットによって

確認された．

３）因子の特性解析

Espは黄色ブドウ球菌の増殖には影響を与えなかった

が，黄色ブドウ球菌のバイオフィルム形成を阻害し，既に

形成された強固なバイオフィルムも破壊した．この作用

は，セリンプロテアーゼ阻害剤を添加することで失われ

た．電子顕微鏡を用いて Espの作用を検討したところ，そ

の作用により菌と菌の間隙を埋めるマトリックス様の物質

が消失していることが観察された．Espはヒトの常在細菌

である表皮ブドウ球菌によって分泌されることから，Esp

と宿主との間に何らかの相互作用があるのではないかと考

えられた．そこで，ヒトケラチノサイトが分泌するヒトの

自然免疫を担う抗菌ペプチドの一つである human beta-

defensin２（hBD２）と Espとの，黄色ブドウ球菌に対する

協調作用を検討した．その結果，hBD２単独に比べ，

hBD２と Espを同時に作用させた場合，hBD２は有意にバ

イオフィルム中の黄色ブドウ球菌を殺菌した．さらに Esp

の効果を in vivo で検討したところ，Espは黄色ブドウ球

菌を排除することが明らかになった．また近年，Espを分

泌する表皮ブドウ球菌を投与されたマウスは，MRSAの

定着を防ぐことが明らかになった．

５． 将来の可能性，問題点，生化学的視点からの考察

１）常在細菌と宿主との関係について

Espは黄色ブドウ球菌のバイオフィルム形成を阻害した

が，黄色ブドウ球菌の生育には影響を与えず，また殺菌作

用も示さなかった．しかしながら，Espは，ヒトの自然免

疫を担うディフェンシンのバイオフィルム内の黄色ブドウ

球菌に対する殺菌作用を増強することが明らかになった．

本知見から，ヒトは常在細菌と協調することで病原細菌を

排除している可能性が示された．常在細菌と宿主との間に

何らかの共進化があるのかもしれない．
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２）ヒト常在細菌叢の今後の解析について

現在，ヒトの微生物叢の解析が世界的に行われている

が，これらの多くは，種，属，門レベルでの解析であ

る１５～１７）．今回，黄色ブドウ球菌の定着に対する効果を指標

に表皮ブドウ球菌を解析したところ，表皮ブドウ球菌には

二つのタイプ（阻害性・非阻害性）があることが判明した．

細菌の特性を株レベルで解析することにより，常在細菌と

病原性細菌，常在細菌と宿主，病原細菌と宿主との関係

（感染症ならびに微生物とヒトとの共生）についての我々

の理解がさらに深められると考えられる．

３）薬剤開発の視点から

Espの作用メカニズムのさらなる解析は，新規の薬剤開

発につながるかもしれない．また，菌の定着阻害という新

しい指標をもとに，今ある化合物を再スクリーニングする

ことで，新たな薬剤開発が行えるかもしれない．

４）臨床的視点から

表皮ブドウ球菌は，ほとんどすべてのヒトが持っている

代表的な常在細菌である．しかしながら，表皮ブドウ球菌

は臨床検体からも検出されることから，その性質について

はさらなる検討が望まれる．

５）生化学的視点から

本検討で見いだされた因子は菌によって分泌されるタン

パク質であった．精製プロセスを簡略化する目的で完全合

成培地を用いて菌を培養したところ，活性は観察できなく

なった．それゆえ，TSB（Tryptic Soy Broth）ならびに BHI

（Brain-heart infusion broth）などの培地を用いることにな

り，多数の精製過程を必要とした．一方，この知見を生物

学的視点から考えた場合，本因子の分泌には何らかの生体

成分を必要とすることを示唆するため，本因子の発現制御

を理解する上で，興味深い知見になるかもしれない．本

年，本因子の結晶化とその構造解析を行った．本因子の持

つ特性について，今後のさらなる解析が待たれる．

６． お わ り に

今回，我々は常在細菌である表皮ブドウ球菌から，ヒト

の主要な病原細菌である黄色ブドウ球菌のバイオフィルム

形成を阻害し，その定着を阻害する因子 Espを同定した．

表皮ブドウ球菌にはこの Espを分泌する株と分泌しない株

があり，Espを分泌する株―阻害性表皮ブドウ球菌―の存

在が，黄色ブドウ球菌の定着を阻害する上で重要であるこ

とが示された．現在，ヒトの微生物叢の解析が世界的に行

われているが，これらの多くは，種，属，門レベルでの解

析である．株レベルでの細菌のさらなる特徴解析は，常在

細菌と病原性細菌，常在細菌と宿主，病原細菌と宿主との

関係（感染症，微生物―ヒトとの共進化）についての我々

の理解を深めると考えられる．最後に，モデル図を示す

（図１）．
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図１ 表皮ブドウ球菌は宿主と協調することで，黄色ブドウ球
菌を排除する（モデル）
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Microbe-microbe and host-microbes interactions
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マウス胚発生期における mVam２依存性エ
ンドサイトーシスによる BMP（bone mor-

phogenetic protein）シグナルの制御

１． は じ め に

われわれヒトに最も近いモデル生物であるマウスにおい

て，受精卵は細胞の数を増やしながら８日目までに前後，

左右，背腹の軸を確立し，「かたち」を獲得する．複数の

細胞から組織が構築される際，細胞は互いに情報を交換し

て位置関係の把握や分化の方向付けを行う．組織構築で

は，情報がつくられること，消去されること，の二つが適

切に組み合わされて，時間的，空間的なパターンが形成さ

れる．初期発生では，多数の分泌性のシグナルタンパク質

が位置情報，分化誘導情報を担うことが明らかにされてい

る．しかし，シグナルの活性を制御するもう片方の役者，

すなわち情報伝達のスイッチをオフにするメカニズムは未

解明な点が多く残されている．

エンドサイトーシス経路は細胞表層のシグナル受容体を

細胞内へ取り込み，リソソームなどの分解コンパートメン

トに送ることによってシグナルを負に制御する，いわゆる

ダウンレギュレーションに関与するとされている（図１）．

しかしながら，組織レベル，個体レベルでのシグナル制御

にエンドサイトーシス経路が機能していることを明らかに

した研究はほとんどなされていない．哺乳動物の初期発生

では，小さな胚がきわめて短時間の間に，様々なシグナル

伝達経路を活性化，不活性化することによって進行する．

このような発生様式では時間的・空間的な制御の厳密さが

要求されると想像できる．私たちは初期発生の場で，エン

ドサイトーシス経路がもつ役割に興味を抱いた．本稿で

は，最近の研究について紹介したい．

２． 小胞輸送機能分子の遺伝子改変マウス

細胞内膜系のダイナミクスは大変活発に研究されてお

り，その分子機構の詳細が明らかにされている．また，細

胞レベルでの機能研究も優性阻害分子の発現，遺伝子発現

への介入，などの分子生物学の方法を駆使することによ

り，明らかにされつつある．しかし，このようなアプロー

チでは組織レベル，個体レベルでの機能に迫ることが難し

く，遺伝子改変動物の作出が必要となる．しかしながら，

細胞内小胞輸送のような，基本的細胞機能を担う分子をコ

ンベンショナルな遺伝子ノックアウトによって機能を欠損

させると，発生のごく初期段階で細胞が死んでしまい１），

組織レベルでの解析ができないことが予想される．

近年，条件的遺伝子改変マウスを開発する方法論が確立

されている．この方法を用いると，組織特異的あるいは発

生段階特異的に遺伝子破壊を行うことができる．私たちは

このような条件的遺伝子破壊が可能な改変アレルを作製し

て，マウス個体に導入することを進めている．本方法２）の

特徴は，出発材料として大腸菌人工染色体（bacterial artifi-

cial chromosome: BAC）をベクターとして構築されたマウ

スゲノムライブラリーを用いていることである．現在，複

数のマウス系統のライブラリーが構築されており，各々の

BACクローンの両端の配列が決定されている．興味のあ

る遺伝子を含む BACクローンをコンピュータ上で検索す

ることができ，簡単に入手することも可能である．私たち

はエンドサイトーシスやオルガネラ機能に関わる遺伝子を

もつ BACクローンを得たのち，大腸菌内の相同組換えを

利用し，長大な遺伝子断片の上にピンポイントに改変を加

える２，３）ことで条件的遺伝子破壊コンストラクトの作成を

行っている．このようなゲノムプロジェクトの成果と微生

物分子生物学のコラボレーションは，きわめて短時間のう

ちに，複雑な遺伝子改変をデザイン通りに施すことを可能

としている．

３． HOPS因子mVam２は初期発生に必須である

私たちは酵母の液胞形成に必須な分子，Vam２や Ypt７／

Vam４の機能の研究を進めてきた４，５）．Vam２は homotypic

fusion and vacuole protein sorting（HOPS）complexとよばれ

る膜融合に機能するタンパク質複合体のサブユニットで，

低分子量 GTP結合タンパク質 Ypt７との相互作用によっ

て，オルガネラ間の膜融合を担っている．Vam２, Ypt７と

も，動物，植物，菌類と広く真核細胞で保存されてい

る６，７）．オルガネラダイナミクスがマウスの初期発生をはじ

めとする生理機能の実現に果たす役割を明らかにするた

め，mouse（or mammalian）Vam２（mVam２）の条件的遺

伝子破壊を進めた２）．当初の予想通り，mVam２の破壊は胎
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