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[序論] 

 細菌の移動能力は自己の増殖可能領域の拡大につながり、細菌が病原性を発揮する上で重要と考え

られている。黄色ブドウ球菌は、軟寒天（0.24%寒天）培地の表面を広がる能力（コロニースプレッディング

能力）をもつ。黄色ブドウ球菌の臨床分離株のコロニースプレッディング能力の強さはその菌株の病原

性の強さと対応している(1,2)。コロニースプレッディングの調節においては、黄色ブドウ球菌の細胞表面

同士や細胞表面と寒天表面との相互作用を変化させることが重要だと考えられる。本論文で私は、黄色

ブドウ球菌が自己のコロニースプレッディング能力を調節する上で働く因子が黄色ブドウ球菌の細胞外

分泌因子の中に存在するのではないかと予想し、検討を行った。 

 

[結果] 

１, 黄色ブドウ球菌の培養上清に

より黄色ブドウ球菌のコロニースプ

レッディングが阻害される 

  まず最初に私は、黄色ブドウ球

菌を液体培養した培地の遠心上清

について、黄色ブドウ球菌のコロニ

ースプレッディングに対する効果の

有無を検討した。その結果、培養

上清によりコロニースプレッディン

グが阻害される事がわかった（図 1）。そこで私は、この黄色ブドウ球菌の培養上清中に存在する阻害活

性を担う因子の精製を試みた。 

 

図１ 培養上清添加によりコロニースプレッディングが阻害される 



2, コロニースプレッディング阻害因子δ溶血

毒素の同定 

 コロニースプレッディング阻害活性を指標と

した精製を行い、硫安沈殿、熱処理後可溶性

画分回収、透析、陽イオン交換カラム分画に

より、標品を得た。最終精製標品は、分子量

約 4kDa のタンパク質が単一のバンドを形成

し、最終精製段階のホスホセルロースカラム

画分においてこのタンパク質の挙動と阻害活

性の挙動が一致していた（図 2）。N 末端アミ

ノ酸配列決定により、このタンパク質はδ溶

血毒素(Hld)と同定された。δ溶血毒素をコー

ドする hld遺伝子の破壊株における培養上清

中のコロニースプレッディング阻害活性は、

野生株に比べ約10分の１に低下していた。こ

れらの結果は、δ溶血毒素がコロニースプレ

ッディング阻害因子である事を示している。ま

た、hld 遺伝子破壊株は野生株に比べ高いコ

ロニースプレッディング能力を示した。従って、

黄色ブドウ球菌はδ溶血毒素を分泌して自

らのコロニースプレッディング能を負に制御し

ていることが明らかとなった。 

 

3, コロニースプレッディング阻害因子Mapの同定 

 hld 遺伝子破壊株の培養上清中にわずかでは

あるが、コロニースプレッディング阻害活性が残

存することから、δ溶血毒素以外の阻害因子が

この株の培養上清中に存在すると考えられた。そ

こで、この hld遺伝子破壊株の培養上清を出発材

料として、再びコロニースプレッディングに対する

阻害活性を指標に精製を行った。硫安沈殿、透

析、陽イオン交換カラム分画を行い、活性と挙動

を共にする分子量約 50 kDa のタンパク質を得た

（図3 Peak2）。N末端アミノ酸配列決定によりこの

タンパク質は MHC class II タンパク質と相同性を

有する細胞外タンパク質 Map であることが判った。

map 遺伝子と hld 遺伝子の２重破壊株の培養上

清中のコロニースプレッディング阻害活性は、hld

遺伝子単独の破壊株よりもさらに２分の１に低下

していた（図 4）。以上の結果は、黄色ブドウ球菌

が分泌する Map は黄色ブドウ球菌のコロニース

 

     図 2 分子量約 4kDa のタンパク質の挙動と 
      コロニースプレッディング阻害活性の挙動 
(上) 陽イオン交換カラム溶出画分における阻害活性（白丸）、タンパク質

量（黒丸）、塩濃度（点線）を示す。 

(下) 溶出画分(22-32)についてSDSポリアクリルアミドゲル電気泳動法に

より分析した。 
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   図 3 分子量約 50kDa のタンパク質の挙動と 

コロニースプレッディング阻害活性の挙動 
(上) 陽イオン交換カラム溶出画分における阻害活性（白丸）、タ

ンパク質量（黒丸）、塩濃度（点線）を示す。 

(下) 溶出画分(38-49)について SDS ポリアクリルアミドゲル電気

泳動法により分析した。 

 



プレッディングを抑制する活性を有することを示している。 

 

4, コロニースプレッディング阻害因子 PSMαの同定 

 map 遺伝子と hld 遺伝子の２重破壊株の

培養上清中にも、コロニースプレッディング

阻害活性が検出されることから、δ溶血毒

素と Map タンパク質以外のコロニースプレ

ッディング阻害因子の存在が示唆された。

私は、δ溶血毒素と似た２次構造をもち、

両親媒性を示す PSMαタンパク質がコロニ

ースプレッディング阻害活性を有するので

はないかと考え、検討した。その結果、

PSMαタンパク質の添加により、黄色ブド

ウ球菌のコロニースプレッディングが阻害

されることが明らかとなった。psmα遺伝子、

map遺伝子、hld遺伝子の 3 重破壊株では

培養上清中にコロニースプレッディング阻

害活性は野生株の 0.3%まで低下した(図 4)。

よって、私は、δ溶血毒素、Map、及びPSM

αが、黄色ブドウ球菌が細胞外に分泌するコロニースプレッディング阻害活性の大部分を担っていると

結論した。 

5, δ溶血毒素によるコロニースプレッディング阻害機構の解析 

 培養上清中の活性の大部分を担ったδ溶血毒素について、そのコロニースプレッディング阻害機構の

解析を行った。δ溶血毒素は疎水性に富んだαへリックス構造を有する両親媒性ペプチドであり、界面

活性作用を有することが知られている（図 5A）。コロニースプレッディングは菌が集団を形成し広がって

いく現象である。私は、δ溶血毒素の界面活性作用が菌体表面同士の相互作用を変化させ、コロニー

スプレッディン

グを阻害するの

ではないかと考

え、検討した。

黄色ブドウ球菌

は炭化水素で

あるヘキサデカ

ンに吸着する性

質を有すること

が知られている。

δ溶血毒素の

添加は黄色ブド

ウ球菌のヘキ

サデカンへの吸

着量を減少させ
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 図 5 野生型δ溶血毒素と変異型δ溶血毒素の界面活性、疎水性相互作用低下 
  活性、コロニースプレッディング阻害活性 
(A)各δ溶血毒素を添加した水滴が壊れるまでの時間を測定した。(B)ヘキサデカンと混合後、ヘキサデカン

層に吸着した菌量をA600により測定した。無添加時の吸着量を100%とし、各δ溶血毒素添加時の吸着量を算

出した。(C)各δ溶血毒素を添加時のコロニースプレッディング距離を示す。 

 

 
図 4 遺伝子破壊した各黄色ブドウ球菌の培養上清中の 
  コロニースプレッディング阻害活性 
軟寒天培地への培養上清の添加割合（横軸）と無添加時を１００%とした時

のコロニースプレッディング距離（縦軸）を示す。 



た（図 5B）。従って、δ溶血毒素は菌体表

面と疎水性分子との疎水性相互作用を低

下させることが示唆された。δ溶血毒素の

界面活性作用による菌体表面同士の疎水

性相互作用の低下がコロニースプレッディ

ング阻害活性に必要かを知る目的で、変

異型δ溶血毒素を作出した（図 6）。この時、αへリックス構造を破壊した変異型δ溶血毒素１は、コロニ

ースプレッディング阻害活性を失い(図５C)、それとともに界面活性作用と疎水性相互作用を低下させる

活性も消失していた(図５A,B)。また、N 末と C 末のアミノ酸を除いた変異型δ溶血毒素２のコロニースプ

レッディング阻害活性は減弱しており(図５C)、それとともに、界面活性作用と疎水性相互作用を低下さ

せる活性も減弱していた（図５A,B）。以上の結果は、δ溶血毒素の界面活性作用による菌体表面の疎

水性相互作用の低下が、コロニースプレッディング阻害に必要であることを示唆している。 

 

[考察] 

 私は、黄色ブドウ球菌の培養上清中か

らコロニースプレッディング阻害因子の精

製を行い、δ溶血毒素、Map、PSMαを

同定した。δ溶血毒素と PSMαは哺乳

類細胞に対する溶解活性を持ち、Map は

T 細胞に結合して免疫機能を阻害する活

性を有することが報告されている。本研

究はこれらの黄色ブドウ球菌が分泌する

毒素が黄色ブドウ球菌のコロニースプレ

ッディングの負の調節に働いていること

を明らかにした。細菌が分泌する毒素が自己の移動能力の調節に関与する例は知られておらず、本研

究が初めて明らかにした。 

 黄色ブドウ球菌は細胞外に毒素を分泌し、自身のコロニースプレッディングを阻害することにより、宿

主体内における移動能力を低下させ、自らの病原性を低下させているのではないかと私は考えている。

この様な病原性を抑える機構は、黄色ブドウ球菌の生存戦略として重要であると考えられる。今後、そ

れぞれの阻害因子によるコロニースプレッディング阻害の黄色ブドウ球菌感染における意義を明らかに

していきたい。  
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  図７ 黄色ブドウ球菌は自己の移動能力を低下させ 

   宿主との共存を図る 
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図 6 変異型δ溶血毒素のアミノ酸配列 
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