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研究要旨 
 私どもは、アトピー性皮膚炎（AD）の増悪化に起因する黄色ブドウ球菌感染の意義を明ら

かにするために、これまでに種々の臨床検体から分離された菌株の皮膚付着性及び固着性の

比較解析から、AD 由来株は FLG-KO 新生児マウス皮膚に持続的に定着することを明らかにし

てきた。CGH 系統解析から抽出した臨床分離株のゲノムドラフトシークエンスを取得し、比

較解析を行った結果、AD 株に特徴的な遺伝子を抽出した。その中で特徴的な病原因子候補と

して、エンテロトキシンと相同性が高い遺伝子に着目し、組換え体をヘアレス FKO 成獣マウ

スに腹腔内投与したところ、全身の血管拡張および体毛の脱毛が観察された。黄色ブドウ球

菌臨床分離株の遺伝子改変はしばしば困難が伴う。当該の AD 由来株の病原因子候補遺伝子の

解析や皮膚への菌の固着性を詳細に解析する為に、遺伝子改変実験が必須だが、AD 由来株は

従来法の遺伝子改変が不可能であった。今回、私どもは新たなゲノム編集技術 CRISPR/Cas9

システムを導入し、本菌で利用可能な遺伝子改変用プラスミドの作成を試みた。 
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Ａ．研究目的 
 黄色ブドウ球菌はヒトと共生する病原
細菌の代表であり、極めて多様な病原性を
示すことで知られている。皮膚は黄色ブド
ウ球菌のレザバーとされているが、健常人
皮膚からの黄色ブドウ球菌検出率は極め
て低い。一方、アトピー性皮膚炎（atopic 
dermatitis, AD）患者患部皮膚の大多数か
ら黄色ブドウ球菌が検出される。しかしな
がら、AD の発症・増悪化における本菌感染
の位置付けは不確定である。本研究の最終
目標は AD の病態形成における黄色ブドウ

球菌感染の役割を明らかにすることであ
る。これまでに種々の臨床検体から分離さ
れた菌株の皮膚付着性及び固着性の比較
解析から、AD 由来株は FLG-KO 新生児マウ
ス皮膚に持続的に定着することを明らか
にてきた。並行して、様々な疾患から由来
株の比較ゲノム解析から、AD 株に特徴的な
病原因子の候補となりうる遺伝子を解析
している。AD 株の病原因子候補遺伝子や、
ヘアレス FKO マウス皮膚への菌定着性に寄
与する責任因子を解析する為に、遺伝子欠
損株の作製は必要不可欠である。しかしな
がら、臨床分離された AD 由来株は常法の
相同組換えに用いるプラスミドが使用不
可であった。そこで私どもは新たなゲノム
編集技術 CRISPR/Cas9 システムを導入し、
黄色ブドウ球菌で利用可能なプラスミド
を作製した。 
 

Ｂ．研究方法 
比較ゲノム解析による AD 株のゲノム特徴 
 日本全国から収集した種々の疾患由来



 

臨床分離株ライブラリ株のアレイによる
CGH 系統解析から、各クラスター選抜株を
イルミナシステムによりゲノム配列を取
得し、インシリコバイオロジー社の IMC ソ
フトにて比較解析を行った。 
 
S. aureus用 CRISPR/Cas9 plasmid の作製 
 大腸菌-黄色ブドウ球菌シャトルベクター
pKAT の MCS に、Addgene 社の pCas9 の Cas9
遺伝子、tracerRNA 及び guideRNA 挿入領域
を組み込んで作製した。黄色ブドウ球菌の
遺伝子改変するターゲット遺伝子として、
バイオフィルム形成に関わる icaオペロン
内の icaAに対して guideRNA 配列を設計し、
最終的にシーケンスにより変異を確認し
た。 
 
Ｃ．研究結果 
 これまでに様々な疾患由来株の CGH系統
解析から、疾患別ごとのそれぞれのクラス
ターから選抜 43 株のドラフトゲノム配列
と、このうち AD 株を含む 6 株の完全ゲノ
ム配列を取得し、比較ゲノム解析に用いた。
解析の結果、AD 株に特徴的な病原因子候補
の一つに、エンテロトキシンと相同性が高
い遺伝子が見つかった。この遺伝子の機能
を調べる為に、大腸菌にて組換え体を作製
した。ヘアレス FKO 成獣マウスに腹腔内投
与したところ、全身の血管拡張および体毛
の脱毛が観察された。今後、この遺伝子産
物の AD 病態形成への関わりを検討する必
要があり、そのためには遺伝子改変が必要
となる。従来、臨床分離株はしばしば遺伝
子改変が困難であることが知られ、AD 由来
株も従来法による遺伝子改変が不可能で
あることがわかった。 
 そこで、新たな遺伝子改変法の確立を目
指して、作製した黄色ブドウ球菌用
CRISPR/Cas9 プラスミドを検証した結果、
黄色ブドウ球菌では非相同性末端修復系
を欠く為に、修復による変異導入効率が極
端に低いことが判明した。並行して、mRNA
をターゲットに発現を抑制する CRISPRi 用
プラスミドを作製し、検証したところ、効
率良く目的タンパクの発現をオフにでき
ることがわかった。続いて、AD 由来株でゲ
ノム編集が可能であるのかを確認する実
験を行った。バイオフィルム形成は、菌の

消毒剤や抗菌薬への抵抗性増強や、菌の付
着・定着性に関わるよく知られた構造体で
ある。本菌のバイオフィルムは、成分の一
つに多糖類であるポリサッカライド PIAが
あり、合成に関わる icaオペロンが染色体
上にコードされている。AD 株のヘアレス
FKO の皮膚定着にバイオフィルム形成の
ica 遺伝子が機能しているのかを解析する
為に、ターゲット遺伝子として遺伝子改変
を試みた。そこで、icaA遺伝子内の３箇所
に guide RNA が結合する候補箇所を選択し、
変異導入の確認をシーケンスにて確認し
たところ、変異導入効率は極めて低いなが
らも、AD 由来株 TF3378 で ica 変異株が作
製できた。今後の予定として、ヘアレス FKO
マウスを用いて皮膚感染実験にて、菌の定
着性の解析を行う予定である。 
 

Ｄ．考察 
 ヘアレス FKOマウスの血管拡張や脱毛反
応が観察されたエンテロトキシン様因子
について、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。 
 一方、AD 由来株で CRISPR/Cas9 及び
CRISPRi による欠損株の作製が可能である
ことが確認できた。変異導入効率を向上さ
せるために、プラスミドの大きさのコンパ
クト化、遺伝子導入に用いる機材（エレク
トロポレーション）の特性、コンピテント
セルの調製方法によって大きく影響する
ことがわかってきた。 
 

Ｅ．結論 
 AD 由来株の遺伝子改変が可能となり、皮
膚定着性解析の菌側因子の詳細な解析が
可能となった。また、AD 株の新規エンテロ
トキシンの生物活性について、今後より詳
細な解析が必要である。今回の結果は
Atopy 性皮膚炎患者から分離される黄色ブ
ドウ球菌の病理学的意義を明らかにする
糸口になる可能性があると考えられる。 
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