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黄色ブドウ球菌のヒト大動脈内皮細胞への付着性の検討
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要旨
黄色ブドウ球菌は宿主細胞への付着を促進するmicrobial surface components recognizing adhesive matrix molecules

（MSCRAMM）と呼ばれるアドヘシンを発現する．黄色ブドウ球菌による感染性心内膜炎（infective endocarditis: IE）において，
弁膜や大血管内膜への付着にはMSCRAMMとの関連性が示唆されているがその機序は明らかになっていない．本研究で
はヒト大動脈内皮細胞への付着とMSCRAMMの関連性を調査するため，2020年に臨床より分離された血液，喀痰，尿由来
株におけるMSCRAMMをコードする遺伝子の分布状況についてPCR法を用いて比較した．次いで，MSCRAMMをコード
する遺伝子の保有パターンとヒト大動脈内皮細胞への細胞付着性及び細胞内移行性の関連性について検討した．臨床分離
株では7種類の遺伝子の保有パターンが確認され，cna，fnbA，clfA，ebpSの保有パターンは最も高い細胞付着性を示した．し
かし，MSCRAMMをコードする遺伝子の有無による細胞内移行性への影響は認められなかった．本研究は，臨床分離株に
おけるMSCRAMMをコードする遺伝子の保有パターンを明らかにした．

キーワード
Staphylococcus aureus, 感染性心内膜炎 , MSCRAMM-encoding genes

序論

感染性心内膜炎（infective endocarditis: IE）は弁膜や心
内膜，大血管内膜に細菌集蔟を含む疣腫を形成し，菌血症，
血管塞栓，心障害等の臨床症状を呈する全身性敗血症性疾
患である．基礎心疾患を有し，尿路感染症，肺炎，蜂窩織
炎等の菌血症を誘発する感染症を合併した場合，IEを発
症する可能性が高いが，心疾患の既往がない場合にも発症
することがある．近年では，糖尿病，癌などの悪性疾患，
免疫抑制をきたす病態や治療に伴う IEが増加している．
また，心臓植込み型デバイス感染等の医原性 IE（health-care 

associated IE）も増加傾向である 1)．
IEの主な原因菌の一種である黄色ブドウ球菌は，健常
人の皮膚や鼻腔に常在するグラム陽性球菌である．人体に
対し広範囲に影響を及ぼす病原体であり，表在性及び深在
性皮膚感染症や全身性感染症，毒素型食中毒等を引き起こ
す．また，メチシリン耐性黄色ブドウ球菌（Methicillin-Re-

sistant Staphylococcus aureus: MRSA）は医療関連感染を起
こす代表的な細菌でもあり，院内で分離される耐性菌の中
でも分離頻度が高い菌である 2）．黄色ブドウ球菌に起因す
る IEの死亡率は 20％以上，MRSAが原因菌である場合は

60％を超えるとの報告もある 1)．また，黄色ブドウ球菌に
よる菌血症患者の約 5 ~ 30％に IEが認められる 3, 4）．
黄色ブドウ球菌の感染は宿主組織への付着から開始され
る．一部の細菌には他の細胞や物体表面への付着を促進す
る物質として，アドヘシンと呼ばれる細胞表面もしくは付
属器官を構成する物質を持つことが確認されている．黄色
ブドウ球菌が持つアドヘシンは，microbial surface compo-

nents recognizing adhesive matrix molecules（MSCRAMM）
と呼ばれる化学物質に分類され，宿主細胞への付着因子と
して作用する 5）．黄色ブドウ球菌が持つMSCRAMMとして，
cnaがコードする collagen adhesin，fnbA及び fnbBがコード
する fibronectin-binding protein A及びB，clfAがコードする
clumping factor A，ebpSがコードする elastin-binding protein

等の菌体表層物質が知られている．また，collagen adhesinは
collagenに，fibronectin-binding protein A及びBはfibronectin

に，clumping factor Aはfibrinogenに，elastin-binding protein

はelastinにそれぞれ結合する．
既報において，fibronectin-binding proteinの保有がラット

における心臓弁へのコロニー形成に関与するなど，黄色ブ
ドウ球菌による IEにおいて，弁膜や心内膜，大血管内膜へ
の付着にはMSCRAMMとの関連性が示唆されているが 6, 7），
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その機序は明らかになっていない．また，MRSAによる菌
血症にはDaptomycin（DAP）などの抗菌薬を用いた治療が
行われるが，高い細胞内移行性を有する黄色ブドウ球菌は
内皮細胞へのエスケープ現象のため，抗菌薬が十分に作用
しない可能性も指摘されている 8, 9）．このような観点からも，
黄色ブドウ球菌が血液から分離された際，MSCRAMMをコー
ドする遺伝子を確認することは重要であると考えられる．
本研究では，ヒト大動脈内皮細胞への付着と

MSCRAMMの関連性を検討することを目的に臨床より分
離された血液，喀痰，尿由来株におけるMSCRAMMをコー
ドする遺伝子の分布状況について，PCR法を用いて比較し
た．次いで，MSCRAMMをコードする遺伝子の保有パター
ンとヒト大動脈内皮細胞への細胞付着性及び細胞内移行性
の関連性について検討した．

Ⅱ.方法

1. 使用菌株
MSCRAMM関連遺伝子の分布調査では，2020年に臨床
より分離された血液由来株 18株，尿由来株 20株，喀痰由
来株 20株の黄色ブドウ球菌計 58株を対象とした．
細胞付着性及び細胞内移行性の検討では，2020年に臨

床より分離された遺伝子の保有パターンが異なる
BGU1426，BGU1427，BGU1428，BGU1429，BGU1433，
BGU1440，BGU1442の血液由来黄色ブドウ球菌 7株及び
2009年に臨床より分離され，MSCRAMMをコードする遺
伝子の保有パターンが判明している血液由来黄色ブドウ球
菌株BGU120を対象とした．BGU120は fnbAを保有しな
い血液由来黄色ブドウ球菌臨床分離株として使用した．

2. 使用細胞
細胞付着性及び細胞内移行性の検討では，ヒト大動脈内
皮 細 胞（Human Aortic Endothelial Cells: HAEC，ScienCell 

Research Laboratories，California，USA）を用いた． 細胞
培養に使用した培養液には非動化済み 5％ Fetal bovine 

serum（FBS）及び 1％ Endothelial Cell Growth Supplement

（ECGS） 含 有 Endothelial Cell Medium（ECM，ScienCell 

Research Laboratories）を用いて，6％CO2，37℃で培養を
行った．

3. DNA 抽出方法
被検菌は普通寒天培地（日水製薬株式会社，東京都，日
本）を用いて 37℃で一晩培養し，0.1 mL の 20 mg/L Lyso-

staphin，recombinant（富士フイルム和光純薬株式会社，大
阪府，日本）溶液に懸濁した 10）．その後 100℃・10分加
熱後，4℃・5分・13000 rpmの条件で遠心した上清を tem-

plateとした．

4. MSCRAMM関連遺伝子の分布調査
PCRにはTaKaRa PCR Thermal Cycler Dice（タカラバイ
オ株式会社，滋賀県，日本）を使用し，試薬にはNew En-

gland Biolabs（Massachusetts，USA） 製の 10 × ThermoPol 

Reaction Buffer，Deoxynucleotide（dNTP）Solution Mix，
Taq DNA Polymerase及びTable 1に記載したPrimer（株式
会社ファスマック，神奈川県，日本）を使用した．反応条
件は，初期熱変性：94℃・5分を 1サイクル，熱変性：
94℃・1 分，アニーリング：55℃・1 分，伸長反応：
72℃・1分を 25サイクルとした．その後，1％アガロース
ゲルを用いて電気泳動を行い，Ethidium Bromide Solution

（Bio-Rad Laboratories，California，USA） で 染 色 後，
MSCRAMMをコードするcna 11），fnbA 11），fnbB 5），clfA 5），
ebpS 11）の有無を確認した．

F :  5 -A T T G G C G T G G C T T C A G T G C T -3

R :  5 -C G T T T C T T C C G T A G T T G C A T T T G -3

R :  5 -A G T T A C A T C A T C A T G T T T A T C T T T T G -3

c lfA 288 5

fnbA
F :  5 -C A T A A A T T G G G A G C A G C A T C A -3

128 9
R :  5 -A T C A G C A G C T G A A T T C C C A T T -3

fnbB
F :  5 -G T A A C A G C T A A T G G T C G A A T T G A T A C T -3

523 5
R :  5 -C A A G T T C G A T A G G A G T A C T A T G T T C -3

R e fe r e nc eP r i m e r S e que nc e  5 '  to  3 '  A m pl i c o n s i z e  (  bp )

e bpS
F :  5 -C A T C C A G A A C C A A T C G A A G A C -3

180 9

c na
F :  5 -A A A G C G T T G C C T A G T G G A G A -3

192 9
R :  5 -A G T G C C T T C C C A A A C C T T T T -3

Table 1 Sequences and anticipated amplicon sizes for the primers used in this study.
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5. 細胞付着性・細胞内移行性の検討
約 4× 104個 /mLのHAECを 1 mLずつwellに接種し，6％

CO2，37℃で培養を行い，80％ confluentに調整した．次に，
McFarland 0.5（1.5× 10 8 CFU/mL）に調整した菌液を 10

倍に希釈したものを 1 mL添加し，6％CO2，37℃で 3.5時
間培養を行った後，well内をPhosphate buffered saline（PBS）
で洗浄した．
細胞に付着及び細胞内に移行した菌数の算定では，0.5％
に調整したTriton X-100（ロシュ・ダイアグノスティック
ス株式会社，東京都，日本）を 1 mL添加し，室温で 20分
間静置し，HAECの細胞膜を破壊し細胞内に移行した細菌
を溶出させた．次に，溶液に含まれる菌数を塗抹平板培養
法 に 準 じ，Difco LB agar, Lennox（Becton, Dickinson and 

Company，New jersey，USA）を用いて算定を行った．
続いて次のとおり細胞内に移行した菌数のみを算定した．
Calcium Chloride Dihydrate（Caとして 50 mg/L，富士フ
イルム和光純薬株式会社，大阪府，日本）とDAP（32 mg/

L，東京化成工業株式会社，東京都，日本）を添加した培
養液 1 mLを細胞に 18時間曝露させ（6％CO2，37℃），細
胞外に付着した細菌を殺菌した．その後，0.5％に調整し
たTriton X-100を 1 mL添加し，HAECの細胞膜を破壊し細
胞内に移行した細菌を溶出させ，LB agarを用いて菌数の
算定を行った 12-14）．
全体の菌数から細胞内に移行した菌数を引いたものを細
胞付着した菌数とした．

なお，対照として，DAPを 32 mg/Lに調整したHAECを
含まないwellを使用し，細菌が殺菌されることを確認した．
各条件は 4 wellで試験を行った．また，統計解析には

IBM SPSS Statistics 25（International Business Machines Cor-

poration，New York，USA）を用いて一元配置分散分析に
よる多重比較法を使用し，p < 0.05を統計的に有意と判断
した．

Ⅲ．結果

1. MSCRAMM関連遺伝子の分布調査
2020年に分離された黄色ブドウ球菌において，fnbAは

全株に保有が認められた．cna，fnbB，clfA，ebpSの保有率
は血液由来株においてそれぞれ 16.7％，33.3％，94.4％，
61.1％を，喀痰由来株ではそれぞれ 70.0％，10.0％，100.0％，
85.0％を，尿由来株ではそれぞれ 55.0％，30.0％，100.0％，
90.0％を示した．
次に，各由来株に確認された遺伝子の保有パターンとそ
の割合をTable 2に示した．2020年に分離された黄色ブド
ウ球菌におけるMSCRAMMをコードする遺伝子の保有パ
ターンは血液由来株で 7種類，喀痰由来株で 4種類，尿由
来株で 4種類認められた．最も多く確認された遺伝子の保
有パターンは，血液由来株では fnbA，clfA，ebpSであり，
全体の 38.9％を示した．喀痰由来株及び尿由来株ではcna，
fnbA，clfA，ebpSであり，全体の 65.0％と 45.0％を示した．

2. 細胞付着性及び細胞内移行性の検討
HAECに対する細胞内移行性の結果をFig. 1に，細胞付
着性の結果をFig. 2に示した．各遺伝子の保有パターンに
よるHAECへの細胞内移行性に有意差は認められなかった．

また，細胞内に移行した全株において，HAECを含まない
対照での発育は認められなかった．

HAECに対し，最も高い細胞付着性を示したのは cna，
fnbA，clfA，ebpSを保有するBGU1433であり，cna，clfA，

c na fnbA fnbB c lfA e bpS b lo o d  ( % ) s p u t u m  ( % ) u r in e  ( % )

B G U 1 4 2 8 b lo o d 3 8 . 9 2 0 . 0 1 5 . 0

B G U 1 4 2 7 b lo o d 2 2 . 2 1 0 . 0 0 . 0

B G U 1 4 2 6 b lo o d 1 1 . 1 0 . 0 3 0 . 0

B G U 1 4 3 3 b lo o d 1 1 . 1 6 5 . 0 4 5 . 0

B G U 1 4 4 2 b lo o d 5 . 6 0 . 0 0 . 0

B G U 1 4 2 9 b lo o d 5 . 6 5 . 0 1 0 . 0

B G U 1 4 4 0 b lo o d 5 . 6 0 . 0 0 . 0

B G U 1 2 0 b lo o d

S t r a in I s o la t io n
R e t e n t io n  g e n e R e t e n t io n  t y p e  o f  g e n o t y p e

Table 2 Retention types for the genes encoding MSCRAMM.

—	 —	 —
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ebpSを保有するBGU120及び fnbA，clfA，ebpSを保有する
BGU1428，fnbA，fnbB，clfA，ebpSを保有するBGU1426，
fnbA を保有するBGU1440の 3株と比較し高い細胞付着性
を示し，多重比較法においてp < 0.05となり有意差を認め
た．BGU1433の保有パターンは血液由来株で 11.1％を占
めていた．また，fnbA，fnbB，clfAを保有するBGU1427，

fnbA，clfAを保有するBGU1442，cna，fnbA，clfAを保有す
るBGU1429の 3株は，BGU120と比較し高い細胞付着性
を示し，多重比較法においてp < 0.05となり有意差を認め
た．BGU1428，BGU1426，BGU1440 の 3 株 は，BGU120

と比較し高い細胞付着性を示したが，多重比較法において
p > 0.05となり有意差は認められなかった．

考察

血液由来黄色ブドウ球菌株における遺伝子の保有パター
ンは 7種類確認され，最も高い細胞付着性を示した遺伝子
の保有パターンはBGU1433が持つ cna，fnbA，clfA，ebpS

であった．これはHAECが collagenとfibronectinを産生す
るため 15-18），黄色ブドウ球菌の細胞付着性が高まったと考
えられる．
本検討において，clfAは最も細胞付着性の高いBGU1433

において確認されたが，BGU1440と BGU1442の比較にお
いて，有意な細胞付着性の増加は認められなかった．ebpS

も同じく最も細胞付着性の高いBGU1433において確認さ
れたが，BGU1427とBGU1426の比較において細胞付着性
の増加は認められなかった．また，2番目に高い細胞付着
性を示した fnbA，fnbB，clfA保有パターンと比較し，fnbA，
fnbB，clfA，ebpS保有パターンは低い細胞付着性を示し，
多重比較法において有意差を認めた．既報において，Pea-

cockらはMSCRAMMの発現量の差により細胞付着性が変
化する可能性があると報告しており 19），本研究において
も同様の現象が生じた可能性が考えられる．

HAECへの細胞内移行性において，遺伝子の保有パター

ンによる有意差は認められなかった．本結果は，
MSCRAMMをコードする遺伝子の保有パターンとは別に，
HAECによるphagocytosis等の細胞内への移行性に関与す
る因子が存在する可能性を示唆している．
他の黄色ブドウ球菌による細胞付着性の検討では，１つ
のMSCRAMMに対し細胞や物質への付着性を評価するこ
とが多い．しかし，臨床でのMSCRAMMによる細胞付着
性の評価では複数のMSCRAMMによる相互作用を考慮す
ることが重要であると考えられる．

結語

今回我々は，遺伝子の保有状況が由来株ごとに異なるこ
とを明らかにした．また，HAECへの細胞付着性おいて，
cna及び，fnbA，clfA，ebpsの遺伝子の保有パターンを持つ
株では高い細胞付着性を示すことを明らかにした．従って，
本検討は黄色ブドウ球菌によるヒト大動脈内皮細胞への付
着のメカニズムを解析する上での基礎的基盤となった．
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Examination of Adhesiveness of Staphylococcus Aureus to  
Human Aortic Endothelial Cells

Genki Maruyama, Honoka Takakura, Yoko Mano, Nobuhiko Furuya

 Graduate School of Health Care Science, Bunkyo Gakuin University

Abstract
Staphylococcus aureus expresses adhesin, microbial surface component recognizing adhesive matrix molecules (MSCRAMM) 

and promotes adhesion to host cells. In infective endocarditis caused by S. aureus, attachment of the bacterium to the heart valve 

is associated with MSCRAMM. In the present study, we investigated the association between cell attachment and MSCRAMM in 

clinical isolates derived from blood, sputum, and urine. The distribution of MSCRAMM-encoding genes was assessed first. Hu-

man aortic endothelial cells were then exposed to strains selected based on the results of the distribution survey, and the effects of 

MSCRAMM-encoding gene retention patterns on cell adhesiveness and intracellular transferability determined. Seven types of gene 

retention pattern were confirmed in the clinical isolates; genotypes harboring cna, fnbA, clfA, and ebpS showed the highest levels of 

cell adhesiveness. No significant difference in intracellular transferability was detected between the retention genotypes with and 

without these genes. The results have identified the retention gene patterns for clinical isolates.

Key words    Staphylococcus aureus, infective endocarditis, MSCRAMM-encoding genes
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