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要旨 

 

【背景と目的】メチシリン耐性黄色ブドウ球菌(MRSA)は、院内肺炎の喀痰から

分離される病原菌の 10-30%程度を占め、その頻度は増加傾向である。MRSAは

気道に定着する性質も持つため、院内肺炎発症時の喀痰培養における MRSAの

分離の病的意義について、肺炎/気道定着の区別は難しく、診療上の課題とさ

れる。 

MRSA院内肺炎の診断に関する臨床研究で、MRSA肺炎例では偏性嫌気性菌の

関与を考慮する、誤嚥性肺炎・肺化膿症に類似した胸部画像を高頻度に呈する

ことが報告され、MRSA肺炎が偏性嫌気性菌と何らかの共感染を起こしている可

能性、MRSA自体が嫌気的環境で病原性を増強する可能性が指摘された。 

嫌気的環境と肺炎の関連性については、肺炎球菌を用いた基礎研究で、嫌気

培養により肺炎球菌の下気道への病原性が増強すること、歯周病原菌である

Prevotella intermedia との共感染が肺炎球菌肺炎を重症化することなどが報

告されている。しかし、MRSAと嫌気的環境の関係について検証した報告は乏し

い。 

そこで我々は、院内感染型 MRSA (HA-MRSA)株を用いた肺炎モデルを確立し、

同モデルを応用し、MRSA肺炎と嫌気的環境の関連性を、MRSA自体の嫌気培養

による病原性の変化、MRSAと偏性嫌気性菌との共感染に注目して検証した。 

【材料と方法】MRSA 菌株として、HUYM株(HA-MRSA株)、NU1516 株(PVL産生

株)、NU10-1643株(TSST産生株)を用いた。P. intermedia菌株として、

PINU499株を用いた。実験動物には、マウス(BALB/c、ddY)を使用した。マウス

感染実験では、シクロフォスファミドの腹腔内投与により免疫抑制状態とし、

サーフロー外筒の挿管による経気管投与の方法で菌液を接種した。抗菌薬治療

実験では、アジスロマイシン(AZM)、バンコマイシン(VCM)、ダプトマイシン

(DAP)をそれぞれ腹腔内投与した。in vitro の系における抗菌薬実験、P. 

intermedia培養上清(Pi Sup)混合実験では、MRSA菌液を TSB培地に添加し、

AZM、VCM、DAP、Pi Sup を混合し、振盪培養した。生菌数は肺のホモジェネー

ト、血液、振盪培養後の菌液の定量培養で評価した。マウスの気管支肺胞洗浄

液(BALF)中の炎症性サイトカインは、ELISA 法を用いて評価した。肺組織評価

では、ヘマトキシリン・エオジン染色を行った。各検体の毒素 mRNAの発現

は、定量 RT-PCR法を用いて検証した。多形核白血球(PMN)は、健常者の血液か

ら密度勾配遠心法を用いて分離した。PMN による殺菌能の評価では、MRSAと

PMNと Pi Supを混合し、定量培養で生菌数を評価した。 
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【結果】本 MRSA肺炎モデルでは、MRSA菌液投与により有意に生存率が低下

し、菌液の濃度依存性に生存率が低下する傾向を認めた。感染 4時間後と比較

して感染 16時間後に肺内生菌数の増加を認めた。 

抗菌薬治療実験では、各治療群で無治療群と比較して有意な生存率の改善・

肺内生菌数の減少を認めた。BALF中炎症性サイトカイン、肺内毒素 mRNA発現

は、VCM群で無治療群と比較して有意な減少を認め、DAP・AZM群では有意な変

化を認めなかった。in vitroの系では、培養 8時間後に VCM・DAP・AZM群で無

治療群と比較して有意な生菌数の減少を認めた。培養 12時間後には VCM群の

みで無治療群と比較した有意な生菌数の減少を認めた。各治療群で毒素 mRNA

発現への有意な影響を認めなかった。 

嫌気培養した MRSA を用いた MRSA肺炎モデルでは、好気培養した MRSAによ

る感染と比較して生存率が良好だった。in vitro の系では、好気培養と比較し

て、嫌気培養下で MRSAの増殖能・毒素 mRNA 発現が減弱する傾向を認めた。 

Pi Supの混合感染により、MRSA肺炎モデルで有意な生存率の減少、肺内生

菌数増加、BALF中炎症性サイトカインの増加、肺内毒素 mRNA発現の亢進を認

めた。肺病理組織所見でも、Pi Sup混合感染群でより強い炎症所見を認めた。

in vitroの系では、Pi Supの混合により MRSA菌増殖は遅延し、毒素 mRNA発

現は減弱した。PMN による MRSA殺菌能の評価では、Pi Supと PMN の混合によ

り有意に生菌量が増加した。 

PVL産生株、TSST 産生株では、Pi Sup 混合で MRSA肺炎の重症化は認めなか

った。マウスへの気道感染後の肺内生菌数は HUYM株でのみ経時的な増加を認

めた。 

【考察】MRSA肺炎の症例から得た臨床分離株で、院内感染型の MRSA株 HUYM

株を用いて MRSA肺炎モデルを確立した。今回のモデルは、(1)肺での増殖能が

強い菌株を使用した、(2)挿管して直接肺に菌液を投与した、という点で、従

来の MRSA肺炎モデルと比較し、再現性のある安定した感染が確立できたもの

と考えられた。 

抗菌薬治療実験では、AZMは VCM/ DAP と比較して軽微だが、無治療群と比較

して有意に MRSA肺炎の生存率、生菌数を改善しえることが示された。in 

vitroの系では、AZM の MRSAの増殖初期に対する抑制効果を認めた。肺炎の初

期における細菌増殖が MRSA肺炎の病原性に重要であると考えられた。 

次に、同 MRSA肺炎モデルを用いて、嫌気的環境による MRSA肺炎の病原性へ

の影響について検証を行った。 

嫌気培養した MRSA は下気道における病原性が減弱する傾向を示した。 

一方、MRSAと Pi Sup の混合感染による検証では、マウス肺炎モデルにおい

て、Pi Supの混合により MRSA肺炎の重症化を認めた。その一方で、in vitro
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の実験系においては、Pi Sup自体は MRSA の増殖、毒素産生に対して抑制的だ

ったが、PMNによる MRSA殺菌能の減弱を認めた。Pi Supは主に PMNを抑制

し、MRSA肺炎の初期感染に病的影響を及ぼすものと考えられた。 

PVL産生株・TSST 産生株による追加検証では、Pi Supはこれらの菌株による

肺炎の重症化に寄与しなかった。Pi Sup の MRSA肺炎重症化は、肺内での増殖

能の促進によることが考えられ、PVL産生株・TSST産生株よりも肺内増殖能の

強い HUYM株のみ、Pi Sup混合による重症肺炎が顕在化したものと考えられ

た。 

以上から、嫌気的環境と MRSA肺炎の関連性の一つとして、下気道における

P. intermediaの併存などが MRSA肺炎のリスクとなることが示され、MRSA肺

炎の病態の理解に重要な結果と考えられた。 

【結論】経気道感染による HA-MRSA肺炎モデルを確立しえた。また、Pi Supの

混合により MRSA肺炎重症化が起こることが示され、MRSA肺炎の新たなリスク

として P. intermedia の併存があげられた。  
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略語表 

本文中及び図中で使用した略語は以下のとおりである。 

agr accessory gene regulator 

AIP Autoinducing peptide 

AZM Azithromycin 

BAL Bronchoalveolar lavage 

BALF Bronchoalveolar lavage fluid 

CA-MRSA Community-acquired MRSA 

cDNA complementary DNA 

CFU Colony forming unit 

CLDM Clindamycin 

DAP Daptomycin 

ELISA Enzyme-Linked Immune Sorbent Assay 

ET Exfoliative toxin 

GAM Gifu anaerobic medium 

HA-MRSA Hospital-acquired MRSA 

IL-6 Interleukin-6 

MIC Minimum inhibitory concentration 

MIP-2 Macrophage inflammatory protein 2 

mRNA messenger RNA 

MRSA Methicillin-resistant Staphylococcus aureus 

NS not significant 

PBS Phosphate-buffered saline 

PMN Polymorphonuclear leukocyte 

PORT Pneumonia Patient Outcomes Research Teams 

PVL Panton Valentine leukocidin 

rRNA ribosomal RNA 

RPMI Roswell Park Memorial Institute 

RT-PCR Reverse transcription PCR 

SCCmec Staphylococcal cassette chromosome mec 

SEC Staphylococcal enterotoxin C 

TSB Trypticase Soy Broth 

TSST Toxic shock syndrome toxin 

VCM Vancomycin 

VISA VCM-intermediated resistant Staphylococcus aureus 
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緒言 

 

 

【黄色ブドウ球菌 (Staphylococcus aureus)とは】 

黄色ブドウ球菌は 1878 年に Koch が膿汁中に発見し、1880 年に Pasteur が培

養に成功したとされる、細菌学の初期とされる時代から認められてきた細菌で

ある。 

黄色ブドウ球菌はブドウ球菌族に属する直径 0.5～1.5 m 前後の通性嫌気性

グラム陽性球菌であり、ブドウの房状に増殖する特徴を持つ。黄色ブドウ球菌は

ヒトの鼻腔や皮膚の常在菌として知られる (Wertheim et al., 2005)が、その

一方で多彩な病原因子や毒素を保有しており、肺炎、皮膚軟部組織感染症、菌血

症、骨髄炎など、種々の感染症の起炎菌として重要な細菌である。 

 黄色ブドウ球菌が産生する病原因子の一部は、特定の感染症と深い関連を持

つ事が知られている。トキシックショック症候群毒素 (toxic shock syndrome 

toxin: TSST)はトキシックショック症候群を引き起こすことで知られ (Durand 

et al., 2006)、表皮剥奪毒素 (exfoliative toxin: ET)は小児の熱傷様皮膚症

候群の原因となることが知られている (Bukowski et al., 2010)。また、エン

テロトキシンは食中毒の原因となる (Argudín et al., 2010)。 

 黄色ブドウ球菌には、感染症の種類に関わらず病原性と関連性を有する病原

因子も多数存在している。ヘモリジンは溶血毒素であり、赤血球など宿主の細胞

膜に穴をあける作用をもち、多彩な病原性を発揮することが知られる (Tomita 

et al., 1997)。ロイコシジンは主に白血球の膜を傷害することで、白血球の機

能を損なう作用を持つ (Tomita et al., 1997)。プロテイン A は黄色ブドウ球

菌の細胞壁に分布しており、これが免疫グロブリン Gの Fc部位に結合すること

で、宿主の抗体による直接的な作用から逃避していることが知られている 

(Pauli et al., 2014)。 

 このように、黄色ブドウ球菌は多数の病原因子を持つが、黄色ブドウ球菌の菌

株ごとに病原因子の産生性は異なることが知られている。黄色ブドウ球菌は産

生された複数の毒素が総合的に作用することで、その病原性を発現しているも

のと考えられている。 

 

【メチシリン耐性黄色ブドウ球菌 (methicillin‐resistant Staphylococcus 

aureus: MRSA)とは】 

黄色ブドウ球菌のうち、ペニシリン結合タンパク質 2’をコードする mecA 遺

伝子を保有し、メチシリンを含むラクタム薬や、種々の抗菌薬に薬剤耐性を呈
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するものを、MRSA と呼称する (Hiramatsu et al., 2001)。 

MRSA は、1960 年代に院内感染の病原菌として同定され (Barrett et al., 

1968)、以後医療関連感染を起こす主要な病原菌となった。1990 年代頃からは、

MRSAによる市中感染例も欧米を中心に報告されるようになり (Herold et al., 

1998 ; Naimi et al., 2001)、現在では、全世界で市中/院内における主要な病

原菌となっている。 

MRSAは、staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec)と呼ばれる染色

体カセットの種類により、院内感染型 MRSA (Hospital-acquired MRSA: HA-MRSA)

と市中感染型の菌株 (Community-acquired MRSA: CA-MRSA)に分類される。HA-

MRSAは SCCmec type I, II, III、CA-MRSAは SCCmec type IV, Vに分類される 

(Ma et al., 2002)。 

HA-MRSAと CA-MRSA では病原性が異なり、一般的に CA-MRSAで強病原性がみら

れる。CA-MRSA菌株の一部では、Panton-Valentine leukocidin (PVL)などの強

毒素を保有する株が報告されている (Diep et al., 2006 ; Glaser et al., 

2016)。PVL は主に CA-MRSA 株で産生されることがある毒素であり、その作用と

して好中球の表面に穴をあけることによる細胞障害性、ミトコンドリアに作用

することによるアポトーシスの誘導などが知られている (Finck-Barbançon et 

al., 1993)。 

PVL産生株では、臨床上も致死的な壊死性肺炎を発症するなど、重症感染例が

多く報告されている (Gillet et al., 2002)。一方で、HA-MRSA は院内感染例よ

り多く分離され、肺炎、蜂窩織炎では軽症例も多くみられるが、しばしば重症菌

血症を発症することもあり、臨床上の大きな課題となっている (Robinson et 

al., 2009)。 

 

【MRSA の抗菌薬耐性機序、MRSA に対する治療薬剤について】 

MRSA は上述のようにペニシリン結合タンパク質 2’を保有している。ペニシ

リン結合タンパク質 2’はペニシリン系やセフェム系などのラクタム系抗菌薬

に親和性が極めて低く、これらの抗菌薬の存在下でも細胞壁合成が維持される 

(Ubukata et al., 1985)。この結果、MRSA は S. aureusに対して用いられるラ

クタム系抗菌薬に対しての汎耐性をもつ。このため、MRSA 感染症に対する治療

は一部の抗菌薬に限定される。 

現在使用可能である MRSAに対する治療薬剤としては、ペニシリン結合タンパ

ク質には結合せず、細胞壁前駆体である D-アラニル-D-アラニンに作用する細胞

壁合成阻害薬であるグリコペプチド系抗菌薬（バンコマイシン (Vancomycin: 

VCM)、テイコプラニン） (Perkins et al., 1982 ; Somma et al., 1984)、細

胞膜におけるイオンの透過性を変化させ、細胞膜の脱分極を介して細胞死をお
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こすリポペプチド系抗菌薬（ダプトマイシン (Daptomycin: DAP)）(Straus et 

al., 2006)、リボソームの 50サブユニットに作用してタンパク質合成を阻害す

るオキサゾリジノン系抗菌薬（リネゾリド） (Shinabarger., 1999)、などがあ

げられ、これらの薬剤は抗 MRSA薬と呼称される。 

その他に、感染臓器や重症度、感染菌株の薬剤感受性によっては、クリンダマ

イシン (Clindamycin: CLDM)、ST 合剤、リファンピシン、ミノマイシンなどが

治療薬剤として用いられる場合があり、これらの薬剤は MRSAに対するセカンド

ドラッグとして知られている (Mandell et al., 1980 ; Daivid et al., 2010)。 

近年では、MRSA の VCM 低感受性が問題となっており、VCM に対する最小発育

阻止濃度 (minimum inhibitory concentration: MIC)が経年的推移で上昇する

MIC creepという現象が知られている (Steinkraus et al., 2007)。さらに、抗

MRSA 薬である VCM に対して中等度耐性をもつ MRSA 菌株 (VCM-intermediated 

resistant S. aureus: VISA)の報告も散見され (Hiramatsu et al., 2014)、

MRSAへの治療の難渋化が課題となっている。このため、MRSAの治療においては、

セカンドドラッグの活用が重要とされる。 

MRSA感染症におけるセカンドドラッグに関する報告として、近年では MRSA肺

炎における CLDM、ST合剤などについての有効性を示す報告が散見されるように

なった。 

MRSA肺炎による入院症例において、VCM 単独治療と ST合剤単独治療を比較

した症例対照研究では、30日死亡率のハザード比が 5.28 (P < 0.05)であり、

VCM単独治療において有意に 30日死亡リスクが高かった。また、臨床的治療不

応例は VCM単独治療で 59%、ST合剤単独治療で 35.7% (P < 0.05)であり、こち

らも VCM単独治療が臨床的治療不応と関連する結果だった。総じて MRSA肺炎

に対してセカンドドラッグである ST合剤が有効である可能性が示唆された 

(Eliakim-Raz et al., 2017)。 

さらに、成人の重症 MRSA感染症（肺炎を含め）症例において、VCM単独治療

と ST合剤単独治療を比較したランダム化比較試験では、治療失敗や全死亡率

について、有意差を認めなかったことが報告されている (Paul et al., 

2015)。 

また、小児のインフルエンザ関連 MRSA 壊死性肺炎の多施設観察研究で、VCM

単剤治療と、VCMと 24時間以内の CLDMなどの併用治療を比較すると、死亡率

の相対危険度が 5.5 (P = 0.003)となり、VCM単剤治療で有意に死亡のリスク

が増加したことが報告され、VCMとセカンドドラッグの併用の有効性が示唆さ

れている (Randolph et al., 2019)。 

このように MRSA 感染症におけるセカンドドラッグについては、今後も更なる

検討が望まれる。 
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【肺炎とは】 

肺炎は、その発症頻度、生命予後、生活の質、社会に与える損失などの点から、

最も重要な感染症の一つである。成人肺炎診療ガイドライン 2017 では、肺炎は

「肺実質の、急性の、感染性の、炎症」と定義されている（日本呼吸器学会成人

肺炎診療ガイドライン作成委員会., 2017）。 

肺炎による死亡率は、戦後の抗生物質の開発に伴い低下傾向に転じていた。し

かし、1980 年代に入ると、高齢化社会となった背景に伴って肺炎の死亡率は再

び上昇傾向に転じた。現在、肺炎は本邦における死亡原因の第５位となり、年間

に 76.2/100,000人が肺炎で死亡している（厚生労働省., 2018）。肺炎は特に高

齢者で死亡頻度が高くなり、近年の本邦でのさらなる高齢化に伴い、より重症な

肺炎患者の増加が予想されている。 

現在本邦においては、肺炎はその罹患場所・臨床背景などにより、市中肺炎、

医療・介護関連肺炎、院内肺炎に大別される。市中肺炎は、院外で発症した、免

疫不全を伴う既往歴などのリスクを伴わない肺炎とされる。医療・介護関連肺炎

は、長期療養型病床群もしくは介護施設に入所している、90 日以内に病院を退

院した、介護を必要とする高齢者・身体障害者、通院で継続的に血管内治療（透

析、抗菌薬、抗癌化学療法、免疫抑制薬など）を受けている、という背景をもつ

対象者が院外で発症した肺炎とされている。院内肺炎は、入院後 48時間以降に

新しく発症した肺炎として定義されている（入院後 48時間以内に発症した肺炎

例については、市中肺炎となる）（日本呼吸器学会成人肺炎診療ガイドライン作

成委員会., 2017）。 

市中肺炎と院内肺炎では、その臨床像が大きく異なる。市中肺炎は、基礎疾患

のない健常者に多く発症し、起炎菌には薬剤耐性菌がほとんど含まれない。一方、

院内肺炎、医療・介護関連肺炎は、何らかの基礎疾患を有し、免疫不全を呈する

患者に多く発症し、起炎菌には薬剤耐性菌が多く含まれるようになる。これらの

肺炎では、誤嚥を契機とした肺炎発症例も多く、全身衰弱した高齢者の終末像と

しての肺炎例も含まれる (Komiya et al., 2015)。 

市中肺炎、院内肺炎、医療・介護関連肺炎においては、起炎菌の菌種も異なる。

市中肺炎では、肺炎球菌、インフルエンザ桿菌、モラキセラ、マイコプラズマが

主要な病原菌となり、さらに全体の 10%前後にウイルス性肺炎も含まれる（日本

呼吸器学会成人肺炎診療ガイドライン作成委員会., 2017）。一方、院内肺炎、医

療・介護関連肺炎では、緑膿菌、大腸菌、クレブシエラなどのグラム陰性桿菌の

頻度が増加し、多剤耐性緑膿菌、ESBL 産生株などの薬剤耐性菌が含まれるよう

になる。 

院内肺炎、医療・介護関連肺炎において、薬剤耐性菌が起炎菌となるリスク因
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子としては、①過去 90日以内の経静脈的抗菌薬の使用歴、②過去 90日以内の 2

日以上の入院歴、③免疫抑制状態、④活動性の低下（Performance status が 3

以上、歩行不能、経管栄養または中心静脈栄養など）、の 4項目が挙げられてお

り、これらの項目のうち 2 項目以上を満たすことで、耐性菌の高リスク群とし

て分類される（日本呼吸器学会成人肺炎診療ガイドライン作成委員会., 2017）。 

これまでに、肺炎症例における上述したような多剤耐性菌の高リスク群とな

る症例では、多剤耐性菌の検出頻度のみならず、初回治療失敗の頻度や 30日死

亡率が有意に高いとされている (Shindo et al., 2013)。このような観点から、

現在院内肺炎、医療・介護関連肺炎の治療方針としては、起炎菌が特定されない

初期治療において、重症度と耐性菌リスクの評価によって経験的治療を行うこ

とが推奨される。すなわち、重症度・耐性菌のリスクが低い症例では、狭域抗菌

薬から治療を開始し、治療効果が乏しい場合での広域抗菌薬への変更 

(escalation)が推奨される。一方、重症度・耐性菌のリスクを中等度有する症例

では、単剤の広域抗菌薬による治療を開始し、起炎菌同定後に感受性に応じた抗

菌薬へ変更する治療 (de-escalation)が推奨される。重症度・耐性菌のリスクが

高度となる症例では、初期治療失敗による致死的な転帰の可能性も考慮される

ため、初期から広域抗菌薬の併用療法を行うことが推奨されている (Maruyama 

et al., 2013)。 

こうした治療法が推奨されるなかで、市中肺炎、医療・介護関連肺炎、院内肺

炎における死亡率は、市中肺炎で 6.3%、医療・介護関連肺炎で 15.5%、院内肺炎

で 30.4%とされ、院内肺炎において死亡率が高い現状が知られている（日本呼吸

器学会成人肺炎診療ガイドライン作成委員会., 2017）。その要因としては、院内

肺炎例に免疫不全例、超高齢者が多く含まれる側面に加え、薬剤耐性菌による重

症肺炎例が含まれることが指摘されている。 

以上に述べたように、現在の肺炎の治療戦略においては、薬剤耐性菌への対策

がますます重要視されるところとなっている。今後も薬剤耐性菌は増加するこ

とが予想されており、薬剤耐性菌の知見は肺炎診療において一層重要とされる。 

 

【MRSA と院内肺炎】 

 MRSA院内肺炎は、呼吸器検体の培養で MRSAが分離された院内肺炎と定義され

てきた (Wunderink et al., 2003 ; Kohno et al., 2007)。 

従来の MRSA院内肺炎は、全院内肺炎の 10-30%程度とされ、近年その頻度は増

加傾向とされている (Rubinstein et al., 2008 ; Kollef et al., 2005)。こ

うしたMRSA肺炎では高い死亡率 (30%)も報告されており (Haque et al., 2010)、

その診断や治療方法についてさらなる検討が望まれている。 

その一方で、MRSAは気道定着菌でもあり、院内肺炎例における喀痰からの MRSA



11 

 

の分離は、全てが肺炎の原因菌であるとは限らない。実臨床においては、従来の

定義における MRSA 肺炎のうち、MRSAが肺炎の真の原因菌ではなく、気道定着し

ていた MRSAが喀痰培養時に混在していた例も少なからず含まれている。このよ

うな従来の MRSA 肺炎に MRSA 気道定着例が含まれる頻度は、40-50%にのぼると

する報告もある（Nagaoka et al., 2014a, Kawanami et al., 2016)。これらの

ことから、肺炎診療において MRSAが原因菌あると判断するにあたっては、従来

の診断基準、定義に加えて、さらなる病態の理解や診断方法の検討が必要といえ

る。 

これまでに MRSA 肺炎のリスク因子として、「Pneumonia Patient Outcomes 

Research Teams (PORT) クラス 5、MRSA 単独での検出、定量培養で 106 colony 

forming unit (CFU)/ml より多い菌量の検出、頭頸部・食道・胃の手術の既往歴

が独立予測因子」とする報告（Nagaoka et al., 2014a)や、「手術の既往、12か

月以内の入院、培養提出前の長期間の入院歴、レボフロキサシンの使用歴、マク

ロライド系抗菌薬の使用歴、経腸栄養、胸水貯留、MRSA の検出歴、施設からの

入院、晩期発症型の院内肺炎、鼻腔における MRSAの定着、慢性閉塞性肺疾患の

既往」とする報告 (Chastre J et al., 2014)などがある。しかしながら、これ

までに院内肺炎症例の喀痰から MRSA が分離された際、感染/気道定着を明確に

区別する方法は依然確立していない。 

これまでに報告されている MRSA肺炎に関する臨床研究の中で、国内の大学病

院において、従来の MRSA 肺炎を、抗 MRSA 薬投与の要否により MRSA 肺炎群と

MRSA気道定着院内肺炎群にわけて、MRSA 肺炎の臨床的特徴を検討したものがあ

る（Nagaoka et al., 2014a)。その中で、MRSA肺炎群は MRSA気道定着院内肺炎

群と比較して、誤嚥性肺炎・肺化膿症に類似した胸部画像を呈する頻度が有意に

多いことが示されている。 

誤嚥性肺炎・肺化膿症は、いずれも偏性嫌気性菌により起こる肺感染症であり、

画像所見から診断された場合、培養結果によらず偏性嫌気性菌の関与を考慮す

るものである。偏性嫌気性菌の肺内での増殖が可能であることより、いずれの画

像所見も、肺内に局所的な嫌気的環境が形成されていることも示す。MRSA 肺炎

群において、こうした肺感染症に類似した画像所見がみられたことより、MRSA肺

炎においては MRSAが偏性嫌気性菌と何らかの形式での共感染を起こしている可

能性や、MRSA 自体が嫌気的環境において病原性を増強する可能性などが指摘さ

れている。 

MRSAは通性嫌気性菌であり、嫌気培養でも増殖が可能である。MRSAが嫌気的

環境でどのような病原性の変化を持つかは、MRSA 肺炎の診断に寄与する病態解

明につながる可能性もあり、さらなる検証が必要と考えられた。 

これまでに MRSA の嫌気培養による病原性の変化を検証した研究は乏しく、さ
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らに下気道における病原性を検討したものはない。また、MRSA 院内肺炎の多く

では先述の HA-MRSA 株が原因菌となるが、HA-MRSA 株は弱毒菌が多く、HA-MRSA

株による肺炎モデルを用いた基礎研究も乏しい。 

そこで、今回は① HA-MRSA株を用いた肺炎モデルを確立（第１章）し、②HA-

MRSA 株を中心に MRSA 肺炎と嫌気的環境の関連性を、MRSA 自体の嫌気培養によ

る病原性の変化（第 2章-1）、MRSA と偏性嫌気性菌との共感染(第 2章-2)につい

て検討することとした。  
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第 1章 MRSA 肺炎マウスモデルの検討 

 

第 1節 研究背景 

 

MRSA院内肺炎の原因菌の多くはHA-MRSA株によるが、弱病原性のものも多く、

喀痰から分離される MRSAが気道感染まで至らず、気道定着にとどまるものも少

なくない。こうした性状もあり、MRSA 肺炎マウスモデルの研究は PVL を有する

強病原株である CA-MRSA を用いたものが多い。HA-MRSA 株を用いた MRSA 肺炎モ

デルは血流感染を介した肺膿瘍モデルでの報告がみられる (Harada et al., 

2013 ; Yanagihara et al., 2009)が、HA-MRSA株の気道感染を介した MRSA肺炎

モデルの報告は乏しい。実臨床における MRSA肺炎のほとんどは気道感染を介す

るとされ (Nagaoka et al., 2014a)、MRSA院内肺炎の病態を検討する上で、気

道感染を介した MRSA 肺炎モデルの確立は重要と考えられた。 

これまで、HA-MRSA 株を用いた経気道感染による MRSA 肺炎マウスモデルにつ

いては、免疫抑制の前処置を施行しない、経皮的に気管を穿刺して菌液を接種す

る手法を用いた MRSA 肺炎マウスモデルなどが少数報告されている（表１）  

(Jacqueline et al., 2014 ; Jung et al., 2012 ; Akinnusi et al., 2011)。

しかし、これらのモデルでは、HA-MRSA株の病原性が低いことも相まって、2×109 

CFU/匹といった高用量の菌量を用いても感染が安定しないため、重症 MRSA肺炎

の検証が不十分となることや、腹腔内感染による敗血症の誘導の先行が MRSA肺

炎単独の病態評価を困難とするなどが課題となっていた。 

 

表１．HA-MRSAを用いた経気道感染 MRSA 肺炎モデルのまとめ 

 

そこで、今回我々はより実臨床に即した MRSA院内肺炎モデルの確立を目的と

して、マウスへの気管挿管により菌液を肺に接種する感染方法を用いたマウス

モデル作製を行った。 

著者 Jaqueline C, et al. Jung E, et al. Akinnusi ME, et al.

雑誌
The Journal of

Infectious disease
Shock Critical Care Medicine

掲載年 2014 2012 2011

SCCmec SCCmec  type III (HA-MRSA) SCCmec  type II (HA-MRSA) SCCmec  type III (HA-MRSA)

感染経路 経気管投与 経気管投与 経気管投与

菌量 7.5×107 CFU/匹 7.8×107 CFU/匹 2×109 CFU/匹

前処置 なし 肺炎感染3日前：腹腔内敗血症 なし

備考
肺内生菌数の増加を認めない

非致死性MRSA肺炎モデル
腹腔内感染による敗血症後の

MRSA肺炎モデル
致死性感染に高用量の菌量を

要するMRSA肺炎モデル
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さらに、この際の MRSA肺炎モデルの実臨床との相関性を検証する目的で、抗

MRSA 薬による治療実験も行った。抗 MRSA 薬としては、VCM、DAP を選択した。

VCMは現在MRSA肺炎に対する第一選択薬として広く用いられる薬剤である (Liu 

et al., 2011 ; Kalil et al., 2016)。DAPは MRSA菌血症などの第一選択薬で

あるが、肺胞サーファクタントで不活化される性状があり、MRSA の気道感染の

治療薬としては推奨されていない (Silverman et al., 2005)。 

これらのことから、MRSA の経気道感染が成立した場合には、VCM と比較し、

DAPでの治療効果の減弱が確認されるものと期待された。 

また、近年マクロライド系抗生物質であるアジスロマイシン (Azithromycin: 

AZM)が肺炎治療において注目されている。AZM は市中肺炎においてラクタム系

抗菌薬との併用で、その抗菌作用以上に治療効果が得られることが報告されて

いる (Martin-Loeches et al., 2010 ; Martínez et al ., 2003)。また、マウ

スモデルを用いた研究では、グラム陰性菌の毒素産生を減少させ、相加的な治療

効果を発現することが知られている (Yamada et al., 2013)。その他に、マク

ロライド系薬剤の抗菌作用以外の効果として、炎症性サイトカイン産生抑制な

どといった免疫調整作用の報告 (Takizawa et al., 1997)もある。 

AZMを含めたマクロライド系抗菌薬は抗 MRSA薬ではなく、MRSA におけるマク

ロライド経抗菌薬の MICの観点からも、一般には抗菌作用の面では MRSAには無

効とされる。 

これまでの AZM と黄色ブドウ球菌感染症との関連については、予防的な長期

間の AZM 投与が再発性の AZM 耐性黄色ブドウ球菌感染症に有効とする報告があ

り (Grobost et al., 2014)、AZM が黄色ブドウ球菌に対して治療効果を発現す

る可能性が示唆されている。 

しかしながら、AZMがMRSAに及ぼす薬理作用について検証した報告は乏しい。

緒言にも記載したように、抗 MRSA薬以外の MRSA感染への治療薬（抗 MRSAセカ

ンドドラッグ）は、今後ますます重要とされる。これより、本研究では AZMの新

たな抗 MRSA効果について検証する目的で、VCM、DAPに加えて、AZMも用いた治

療実験を行い、それぞれの効果について比較検討を行った。  
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第 2節 実験方法 

 

【微生物】 

本研究では以下の細菌株を使用した。 

MRSA) 

HUYM株（北海道大学病院内科 I 臨床分離株、SCCmec type III、PVL 陰性、

TSST 陰性、Staphylococcal Enterotoxin C (SEC)陰性、ET 陰性、薬剤感受

性：VCM 0.75 g/mL, DAP 0.75 g/mL, AZM > 128 g/mL） 

病原微生物実験については、北海道大学大学院医学研究院呼吸器内科学教

室、今野 哲 教授の指導のもと、国立大学法人北海道大学病原体等安全管理規

程に基づいて施行された。 

 

【動物】 

日本 SLC (静岡)から購入した BALB/c SPF マウス（オス、8週齢）を用い

た。全ての動物実験に関する手技及び実験プロトコールは国立大学法人北海道

大学動物実験に関する規定及び北海道大学動物実験実施マニュアルに基づき、

北海道大学動物実験委員会の承認を経て施行された（19-1057）。 

 

【マウス感染方法】 

感染実験については、菌液接種 4 日前と前日にそれぞれシクロフォスファミ

ド 150 mg/kg、100 mg/kg をマウスに腹腔内投与したのちに、経気管投与の方法

で菌液を接種した。菌液接種後、生存個体数について、12～24 時間ごとに観察

を行った。 

・菌液作製方法 

上記細菌株を血液寒天培地（日水製薬）に塗付し、CO2インキュベーターで 16

～24 時間培養した。その後菌を釣菌し、Trypticase Soy Broth (TSB)培地 

（Becton Dickinson）に添加し、各菌株の late log phase まで振盪培養した。 

回収した TSB 培地を、3000 回転/分で 10 分間遠心し、上清を破棄した。これ

に滅菌された生理食塩水を加え、最終的に菌量が 5×108～2×109 CFU/mL となる

よう比濁計を用いて調整した。 

・気道感染方法 

マウスを塩酸ケタミン・塩酸キタラジンで麻酔し、四肢をプラスチックの台に

固定した。輪ゴムを用いて頚部を後屈固定した後、蛍光ライトを搭載した耳かき

で喉頭展開し、24 Gのサーフローカテーテル外筒を気管に挿入した。注射筒内

の菌液が呼吸にあわせて振動されることを目視で確認後、菌液を気管内に注入
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した。接種する菌液量は 0.05 mL/匹とし、接種菌量は 2.5×107～1×108 CFU/匹

とした。 

ケタミンを使用した実験は、麻薬研究者である北海道大学大学院医学研究院

呼吸器内科学教室、今野 哲 教授の指導の下に、麻薬及び向精神薬取締法に基づ

いて施行された。 

 

【生菌数評価】 

各菌液を接種されたマウスの臓器における生菌数を以下の方法で評価した。 

・生菌数評価 

マウス感染後に頸椎脱臼で安楽死させ、臓器（肺）を無菌環境下で採取し、2 

mL の滅菌生理食塩水を注入したビーズ径 2.8 mm のホモジナイズ用チューブ 

(CK28; Bertin Techonologies)内に収集した。採取された臓器はビーズ式ホモ

ジナイザー (Precellys; Bertin Techonologies)を用いて 5500 回転/分、20秒

で計 2 回ホモジナイズした。血液はヘパリンコートしたシリンジを用いて右室

穿刺で採取した。得られた検体（血液、ホモジナイズ後の臓器）は血液寒天培地

に定量的に接種され、その後 CO2インキュベーター内で培養された。生菌数の検

出下限は、50 CFU/mL であった。 

 

【抗菌薬によるマウス治療実験】 

AZM（ファイザー製薬）、VCM（和光純薬）、DAP (MSD)を使用した。それぞれ

滅菌生理食塩水で溶解し、100 mg/kg を菌液接種 2時間後のマウスに腹腔内投与

した。 

AZM予防投与法では、菌液接種 24時間前・菌液接種 2時間後の計 2回、各 100 

mg/kgをマウスに腹腔内投与した。 

コントロール群（Untreated群）には、同量の滅菌生理食塩水を投与した。 

 

【気管支肺胞洗浄液 (Bronchoalveolar lavage fluid: BALF)中炎症性サイトカ

インの Enzyme-Linked Immune Sorbent Assay (ELISA)での評価】 

各菌液を接種されたマウスの BALFにおける炎症性サイトカイン (Interleukin-

6 (IL-6)・Macrophage inflammatory protein 2 (MIP-2))を以下の方法で評価

した。 

・気管支肺胞洗浄 (Bronchoalveolar lavage: BAL) 

各菌液を接種して 16時間後にマウスを頸椎脱臼で安楽死させた。その後に気

管を露出し、気管前面に切開をいれ、同部位から 22 Gサーフローの外筒を挿入

し、600 lの生食の注入・回収を計 5回施行して、BALFを収集した。 

 



17 

 

・ELISA 

上記方法で得られた BALF について、Quantikine ELISA Mouse IL-6 (R&D 

systems)、Quantikine ELISA Mouse CXCL2/MIP-2 (R&D systems)を用いて ELISA

を施行した。 

 

【液体培地での振盪培養時の MRSAに対する抗菌薬治療による生菌数の評価】 

細菌株を血液寒天培地に塗付し、CO2 インキュベーターで 16～24 時間培養し

た。その後菌を釣菌して滅菌生理食塩水により菌液を作製した。比濁計を用いて

調整した菌液を TSB 培地に添加し、培養開始前の最終濃度を 2×105 CFU/mlとし

た。この際に治療薬群ごとに AZM、VCM、DAP を各々混注し、最終的にそれぞれ

AZM 100 g/mL、VCM 0.5 g/mL、DAP 8 g/mLの濃度とした。各検体を 250回

転/分 37℃で振盪培養した。各検体は late log phase もしくは stationary 

phaseで回収後に血液寒天培地に定量的に接種され、その後 CO2インキュベータ

ー内で培養され、生菌数を評価された。 

 

【毒素 messenger RNA (mRNA)発現の定量 reverse transcription PCR (RT-PCR)

による評価】 

菌液を接種されたマウスの肺内、もしくは各種抗菌薬を混注した菌液を接種

後の TSB 培地の振盪培養後の毒素 mRNA (hla)の発現を定量 RT-PCR 法を用いて

以下の方法で検証した。 

・検体作製 

マウス肺については、マウス感染後に頸椎脱臼で安楽死させ、臓器（肺）を無

菌環境下で採取し、2 mLの滅菌された RNA later (Thermo Fisher Scientific)

を注入したビーズ径 2.8 mm のホモジナイズ用チューブ (CK28)内に収集した。

ビーズ式ホモジナイザー (Precellys)を用いて 5500回転/分、20秒で計 2回、

ホモジナイズした。その後ビーズ径 0.1 mmのホモジナイズ用チューブ (CK01; 

Bertin Techonologies)に検体 1 mL を注入し、ビーズ式ホモジナイザー 

(Precellys)を用いて 6000回転/分、30秒で計 2回、ホモジナイズした。各検体

の 100 lとリゾチーム 20 lを混合し、下記 RNA抽出に用いた。 

TSB 培地で培養後の菌液については、振盪培養 8 時間後もしくは 12 時間後に

各 1 mL を回収し、3000回転/分 10分で遠心分離を施行した。上清を破棄した

後に滅菌蒸留水 80 l で溶解し、リゾチーム 20 lを混合して下記 RNA抽出に

用いた。 

・RNA抽出、complementary DNA (cDNA)合成、定量 RT-PCR 

NucleoSpin RNA (Macherey-Nagel)を用いて得られた検体から全 RNA抽出を行

った。RNA (1 g)は High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo 
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Fisher Scientific)を用いて Applied Biosystems 2720 thermal cycler (Thermo 

Fisher Scientific)により cDNA 合成へ逆転写した。合成された cDNA と SYBR 

green PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific)を用いてリアルタイム PCR

を行い、DNA量を評価した。 

既報にならい、プライマーには以下のものを使用した。 

・hla (Ferreira et al., 2013) 

Forward primer: 5′-TTTGTCATTTCTTCTTTTTCCCA-3′ 

Reverse primer: 5′-AAGCATCCAAACAACAAACAAAT-3′ 

・gyr (Goerke et al., 2000) 

Forward primer: 5′-TTATGGTGCTGGGCAAATACA-3′ 

Reverse primer: 5′-CACCATGTAAACCACCAGATA-3′ 

リアルタイム PCR は、Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR System (Thermo 

Fisher Scientific)により、40サイクル（95℃ 15秒、55℃ 60秒）行った。

毒素 mRNA 発現の標準化のため、内因性因子として DNA ジャイレースサブユニ

ット (gyr)の mRNA 発現も測定した。mRNA についてのデータは、gyrに対する各

毒素 mRNA発現量の相対比で表記した。 

 

【統計解析】 

2 群間の比較を行う場合、Mann-Whitney U 検定を用いた。無治療群と各治療

群の比較を行う場合、Steel検定を用いた。生存率はカプランマイヤー法で示し、

ログランク検定で統計学的解析をおこなった。P < 0.05を統計学的有意とした。 
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第 3節 実験結果 

 

【MRSA肺炎モデルの確立】 

MRSA肺炎モデルの確立を確認するため、MRSA菌液を 2.5×107、5×107、1×

108 CFU/匹の濃度に調整してマウスに感染させ、生存率を比較検討した。実験

の際、菌液と同量の生理食塩水を投与した群をコントロール群 (Control群；

Ctr)とした。さらに、MRSA菌液を 1×108 CFU/匹の濃度として感染させ、感染

4時間後・感染 16 時間後における肺内・血液中生菌数を測定し、比較検討し

た。これらの実験結果を、図１に示す。 

 

 

図１．MRSA肺炎モデル確立の検証。 

A：MRSA菌液濃度毎の生存率 

(*: p < 0.05 vs control 群、**: p < 0.005 vs control 群) 

B：感染 4時間後、16時間後における肺内生菌数(**: p < 0.005) 

C：感染 4時間後、16時間後における血中生菌数(NS: not significant) 
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本 MRSA肺炎モデルでは、MRSA菌液投与により、Ctr群と比較して有意に生

存率が低下し、MRSA菌液の濃度依存性に生存率が低下する傾向を認めた（図１

A）。また、MRSA感染 4時間後と比較して、感染 16時間後に肺内生菌数の増加

を認めた（図１B）。感染後 4時間・16時間後ともに血液中の有意な菌の増加は

認めなかった（図１C）。 

 

 

【MRSA肺炎モデルにおける VCM/ DAP/ AZM の治療効果】 

次に VCM/ DAP/ AZM による MRSA肺炎への治療実験として、MRSA 肺炎モデル

を用いて、各治療薬投与群における生存率、肺内生菌数、BALF 中炎症性サイト

カイン (IL-6、MIP-2)、肺内毒素 mRNA発現量を測定し、比較検討した。その

結果を図２に示す。 
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図２．MRSA肺炎モデルにおける VCM/ DAP/ AZMによる治療効果の評価 

A：生存率 (*: p < 0.05 vs 無治療群、**: p < 0.005 vs 無治療群) 

B：感染 16時間後の肺内生菌数 (*: p < 0.05、**: p < 0.005) 

C, D：感染 16時間後の BALF中炎症性サイトカイン (**: p < 0.005) 

E：感染 16時間後の肺内毒素 mRNA発現 (**: p < 0.005) 

 

 

全治療群で、無治療群と比較して有意な生存率の改善を認めた（図２A）。ま

た、全治療群で、無治療群と比較して有意な肺内生菌数の減少を認めた（図２

B）。 

BALF中の炎症性サイトカイン (IL-6、MIP-2)は、VCM群でのみ無治療群と比

較して有意に減少を認めた（図２C、D）。肺内毒素 mRNA発現に関しては、DAP

群でのみ無治療群と比較して有意に減少を認めた（図２E）。 

 

 

【in vitroの実験系における VCM/ DAP/ AZM の MRSAへの作用の評価】 

最後に、in vitro の実験系での MRSAに対する VCM/ DAP/ AZM による治療実

験を行い、生菌数、毒素 mRNA発現量について比較検討を行った。その結果に

ついて図３に示す。 

 

 

 

MRSAの振盪培養開始 8時間後において、全治療薬群で無治療群と比較して有

意な生菌数の減少を認めた。一方で、培養 12時間後では、VCM 群のみが無治療

群と比較して有意な生菌数の減少を認め、DAP群、AZM群では生菌数について

明らかな効果を認めなかった（図３A）。また、本実験条件下では、毒素 mRNA

発現に対する抑制効果は、全治療薬群でみられなかった（図３B）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



22 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３．in vitroの実験系での VCM/ DAP/ AZM による MRSAへの治療効果の評価 

A：培養 8時間後、12時間後における生菌数 (*: p < 0.05) 

B：培養 8時間後、12時間後における毒素 mRNA発現 
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第 4節 考察 

 

本研究では、HA-MRSA株の経気道感染を介した MRSA院内肺炎モデルを確立し

た。さらに、本モデルを用いて AZMの新たな抗 MRSA効果を検証することがで

きた。 

今回我々は、HA-MRSA臨床分離株 (SCCmec type III)を用いて、MRSA肺炎モ

デルを確立しえた。本モデルでの生存率の検証では、再現性をもって致死性の

結果を得られ、投与する菌液の濃度依存性に生存率が低下する傾向を認めた

（図１A）。また、肺内生菌数は経時的な増加を認め（図１B）、血中生菌数は有

意な変化を認めなかった（図１C）。このことから、本モデルにおいては、肺内

で継時的な MRSA増殖が確立し、菌血症よりも肺炎による影響の強いモデルと

考えられた。 

これまで報告された研究手法と比較し、本モデルでは (1) HA-MRSA株の中で

も肺での病原性が強い菌株を使用しえた、(2)菌液接種にサーフローの気管挿

管を介したため、肺内に高菌量となる初期菌量摂取をせしめた、という点で、

より再現性の安定した重症肺炎モデルを確立することができたと考えられた。 

本研究では、SCCmec type III株を使用した。この SCCmecタイプは、中東や

アジアにおいて、院内感染での分離頻度増加が近年報告されている 

(Motallebi et al., 2016; Chu et al,. 2013)。また、下気道検体から検出さ

れた MRSA菌株のうち 81.3%が SCCmec type III とする報告もあり (Chu et 

al., 2013)、下気道感染により親和性がある SCCmec typeと考えられる。

SCCmec type IIIの日本での分離は稀であるが、本研究で使用した菌株が下気

道感染において比較的強い病原性を持った要因の一つと考えられた。 

本モデルでは、感染方法としてマウスへの気管挿管・菌液接種を選択した。

本手法では、これまで報告されている気管穿刺などの手法と比較し、より低侵

襲で、高菌量を直接肺に接種することが可能であった。実験結果の図１Aで示

したように、同手法による感染では、菌液の濃度に依存した生存率の変化も調

整が可能であり、再現性の安定した肺炎モデルの確立に寄与したものと考えら

れた。さらに、本モデルでは感染後に肺内で経時的な菌量増加が認められ（図

1B）、本モデルでの致死性感染が、菌自体のもつ毒性への反応ではなく、肺内

での菌増殖によることが示された。抗菌薬治療実験では、VCMで生存率・肺内

菌量・気道内炎症性サイトカインが改善し、DAPでは治療効果の減弱がみら

れ、MRSA気道感染を反映した結果と考えられた。これらより、本モデルは従来

の HA-MRSA肺炎モデルと比較して、より実臨床に即したモデルとなりえたもの

と考えられた。 
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次に、本モデルを用いた抗菌薬治療実験では、全治療群で無治療群と比較し

て有意に生存率の改善を認めた。このうち、VCM群で最も生存率の改善が顕著

となり、続いて DAP 群、AZM群の順に生存率改善効果を認めた（図２A）。肺内

生菌数についても、全治療群で無治療群と比較し有意な生菌数減少がえられ

た。生存率と同様に、肺内生菌数減少は VCM群、DAP群、AZM群の順に顕著な

効果が認められた（図２B）。一方、BALF 中炎症性サイトカインについては、

VCM群のみで無治療群と比較した有意な減少がみられた（図２C、２D）。肺内毒

素 mRNA発現量については、DAP群のみで無治療群と比較した有意な減少が認め

られた（図２E）。これらの結果より、本 MRSA肺炎モデルでは、VCMで最も強い

治療効果がみられ、DAPでは VCMと比較し治療効果が減弱した結果となった。

こうした DAPの治療効果減弱がみられることからも、本モデルは MRSAが気道

を介した肺炎を起こしており、より実臨床に近いモデルと考えられた。 

本モデルでは、AZMの MRSA肺炎への治療効果についてもあわせて検証され

た。図２に示されるように、AZMは、VCM/ DAPと比較して軽微であるも、無治

療群と比較して有意に MRSA肺炎の生存率、生菌数を改善しえることが示され

た。こうした AZM による抗 MRSA効果の機序解明を目的として、in vitroでの

検証も追加したところ、AZMは MRSAの増殖初期に対する抑制効果を有する結果

がえられた。 

AZMは細菌の 70S リボソームの 50Sサブユニットと結合し細菌のタンパク質

合成を阻害することにより抗菌作用を示す、静菌効果を有する抗菌薬である 

(Champney et al., 1998)。通常の in vitro での抗菌薬・薬剤感受性試験は、

培養 20-24時間後に抗菌効果判定がなされるため、増殖初期への抑制効果は不

明となる。本研究では、AZMにより MRSA 肺炎の肺内生菌数の抑制もみられた。

本モデルでは、MRSA 肺炎発症には肺内菌増殖が重要であり、AZM は MRSA肺炎

発症時の初期増殖を抑制することにより、抗 MRSA効果を有した可能性が考え

られた。 

AZMは、抗菌効果以外に、炎症性サイトカイン産生抑制 (Takizawa et al., 

1997)といった免疫調整作用や、細菌の毒素産生抑制 (Fukuda et al., 2006)な

どの治療効果を有することが知られている。AZM が、MRSA の初期増殖への抑制

効果により肺炎において抗 MRSA 効果を有したとの報告は、本研究が初となる。 

こうした結果は臨床上も重要な知見となりうるため、AZM の抗 MRSA 効果につい

てはさらなる検討が必要と考えられた。 

本研究では、AZM の投与方法として感染 2時間後に加えて、感染 24時間前に

も AZMの投薬を行う予防投与の手法を選択した。これまでに AZM は肺胞細胞、

肺胞上皮粘液、好中球や喀痰などといった肺組織で濃縮され、高濃度が維持さ

れることが報告されており (Hoffmann et al., 2007)、マウス肺組織の AZM濃
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度は血清の AZM濃度の 10倍だったとする報告もなされている (Rivulgo et 

al., 2013)。これらのことから、本モデルでは感染 24時間前の AZMの投与に

より、事前にマウス肺組織内で AZM濃度が高くなっていたと想定され、このた

め肺内での初期の MRSA増殖が抑制されたものと考えられた。 

上述したように、今回の結果からは AZM による MRSA肺炎への治療効果は弱

く、AZM単剤での MRSA肺炎への治療は推奨できない結果であった。一方で、

AZMの予防投与により MRSA肺炎の発症を抑制しうることが示され、AZMの MRSA

肺炎に対する予防治療としてのポテンシャルが期待される結果であった。 

本研究の問題点として、第一に、本研究ではシクロフォスファミド投与によ

る好中球減少の前処置を行っていることが挙げられる。本 MRSA 肺炎モデル

は、MRSA肺炎の病態の一部を反映するにすぎず、AZMの免疫調整作用の検証な

ども不十分となっている可能性が考えられた。第二に、AZM、抗 MRSA薬の MRSA

肺炎への治療効果の検証に、MRSAの菌株を一種類のみしか使用していないこと

が挙げられる。AZM の毒素産生抑制などの治療効果を検証するためには、PVL

などの強毒素保有株を用いた検証も必要といえる。 

本研究より、HA-MRSA肺炎モデルを確立でき、MRSA院内肺炎の病態理解のた

め、さらなる研究が可能となったものと考えられた。 
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第 5節 本章の総括および結論 

 

Ⅰ 本研究から得られた新知見 

HA-MRSAの経気道感染による MRSA院内肺炎マウスモデルを確立しえた。本

MRSA肺炎モデルでは、HA-MRSA株のうち病原性の強い株を用いた気管挿管によ

る菌液接種により、再現性の安定した感染が可能となった。本モデルでは、感

染後に肺での経時的な菌増殖がみられ、抗菌薬の治療効果の検証により適した

モデルとなった。 

本モデルをもちいた抗菌薬治療実験により、新たに AZMの抗 MRSA効果も明

らかとなった。AZM の MRSA肺炎への治療効果は、MRSA増殖初期への抑制効果

によることが in vitro の実験でも示された。 

 

Ⅱ 新知見の意義 

HA-MRSAを用いた肺炎モデルの確立により、HA-MRSA肺炎へのさらなる病態

理解に寄与するものと考えられた。 

AZMの MRSA肺炎への治療効果は、今後の臨床上の MRSA肺炎への治療戦略に

も影響を与えうる。さらに、今回の研究で、MRSA肺炎においては肺内での

MRSA増殖、特に増殖初期の抑制が重要であることが示された。これは、MRSA

肺炎の病態理解に寄与するものと考えられた。 

 

Ⅲ 本研究で得られた新知見に基づく今後の研究の展開 

・本モデルを基盤として、MRSA肺炎の病態をさらに検証する。 

・様々な抗菌薬の MRSA肺炎への治療効果について検証する。 

 

Ⅳ 今後の課題 

今回用いた菌株以外での、MRSA肺炎モデルの検証。 
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第 2章 MRSA 肺炎の病原性と嫌気的環境の関係の検討 

 

第 1節 研究背景 

 

第 1 章において、HA-MRSA の経気道感染による MRSA 院内肺炎モデルを確立し

た。第 2 章では、同モデルの菌株、実験手法を応用し、MRSA の嫌気的環境にお

ける病原性変化を検証することとした。 

緒言に記載したように、MRSA 院内肺炎例の一部に誤嚥性肺炎・肺膿瘍に類似

した胸部画像所見を呈するものがみられ、肺内の局所的な嫌気的環境における

MRSAの病原性の検証が必要と考えられた。 

肺内の偏性嫌気性菌感染については、市中肺炎の 10-30%とする報告もあり、

近年注目を集めている。偏性嫌気性菌による肺炎の重要な課題が、従来の喀痰培

養による病原菌の分離が困難な点である (Saito et al., 2006 ; Johansson et 

al., 2010 ; Cillóniz et al., 2011)。これに対し、近年考案された喀痰検体

の遺伝子学的検査（16S ribosomal RNA (rRNA)領域の PCR/シークエンス）を用

いて肺炎の原因菌の同定を行ったところ、原因菌不明とされた症例（全体の 20-

30%前後）の原因菌が偏性嫌気性菌、口腔内細菌であった、とする報告がなされ

た (Yamasaki et al., 2013)。正確な頻度は不明であるが、偏性嫌気性菌によ

る下気道感染の存在が明らかとなり、感染成立にあたり肺内に局所的な嫌気的

環境が形成されることが知られるようになった。 

肺内に局所的な嫌気的環境が形成されることにより、①通常の肺の病原菌（通

性嫌気性菌）の病原性変化、②偏性嫌気性菌と通性嫌気性菌との共感染、などが

起こることが示唆される。 

これまでに肺炎球菌を用いた基礎研究において、嫌気培養による病原性の変

化と偏性嫌気性菌との共感染の報告がなされている。 

肺炎球菌の嫌気培養についての報告では、嫌気培養下の肺炎球菌は好気培養

下の肺炎球菌より viabilityが増強することが確認された。また、マウス肺炎モ

デルでは嫌気培養された肺炎球菌を感染に用いることで、好気培養された肺炎

球菌の感染と比較して有意に生存率の低下、肺内生菌数の増加、血中生菌数の増

加などを認め、嫌気培養による病原性変化により肺炎球菌性肺炎が増強したと

された（Nagaoka et al., 2019）。 

肺炎球菌と偏性嫌気性菌の共感染についての報告では、マウス肺炎モデルに

おいて、主要な歯周病原菌の一つである Prevotella intermedia の培養上清 (Pi 

Sup)と肺炎球菌を混合感染することで、生存率が有意に低下し、肺内生菌数・血

中生菌数の増加、BALF 炎症性サイトカイン濃度の上昇などを認めたことが示さ
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れており、偏性嫌気性菌と肺炎球菌の共感染により肺炎球菌肺炎が重症化した 

(Nagaoka et al., 2014b)ことが報告されている。 

しかしながら、これまでに MRSA と嫌気的環境の関係について検証した報告は

乏しい。 

そこで、今回我々は嫌気的環境が MRSA の下気道病原性に与える影響を、①嫌

気培養による MRSA 自体の病原性の変化、②MRSAと偏性嫌気性菌の混合感染によ

る病原性の変化、の 2 点に注目して検証することとした。MRSA と偏性嫌気性菌

の混合感染については、上述の既報を参考に、P. intermediaとの混合感染モデ

ルを用いて検証を行った。 
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 第 2節 実験方法 

 

【微生物】 

本研究では以下の細菌株を使用した。 

MRSA) 

HUYM株（第 1章で用いた臨床分離株） 

NU10-1643株（長崎大学病院検査部 臨床分離株、PVL陰性、TSST 陽性、SEC 陽

性） 

NU1516株（長崎大学病院検査部 臨床分離株、PVL陽性、TSST陰性、SEC 陰

性） 

Prevotella intermedia) 

PINU499株（長崎大学病院検査部 臨床分離株） 

病原微生物実験については、北海道大学大学院医学研究院呼吸器内科学教

室、今野 哲 教授の指導のもと、国立大学法人北海道大学病原体等安全管理規

程に基づいて施行された。 

 

【動物】 

日本 SLCから購入した ddY SPFマウス（オス、6週齢）を用いた。全ての動

物実験に関する手技及び実験プロトコールは国立大学法人北海道大学動物実験

に関する規定及び北海道大学動物実験実施マニュアルに基づき、北海道大学動

物実験委員会の承認を経て施行された（19-1057）。 

 

【人由来の検体】 

健常者から得た血液より分離した多形核白血球  (polymorphonuclear 

leukocyte: PMN)を本実験中に使用した。全ての人を対象とした実験に関する手

技及び実験プロトコールは、人を対象とした医学系研究に関する倫理指針に基

づき、北海道大学大学院医学研究院医の倫理委員会の承認を経て施行された（医

19-008）。対象者全員に対して説明・同意文書を用いて説明し、書面での同意を

得た。 

 

【Pi Supの作製】 

上記 P. intermedia 細菌株を PV加ブルセラ HK培地（極東製薬）に塗付し、

嫌気チャンバーで 48時間培養した。その後菌を釣菌して変法 Gifu anaerobic 

medium (GAM)培地（日水製薬）に添加し、late log phaseまで嫌気チャンバー

内で静置培養した。静置培養後に 4℃ 10,000 回転/分 50分の条件で遠心分離
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し、0.22 m pore membrane filter (Merck Millipore)で濾過滅菌し、-80℃

で保存した。 

 

【マウス感染方法】 

感染実験については、第 1 章と同様の手法を用いた。菌液接種 4 日前と前日

にそれぞれシクロフォスファミド 150 mg/kg、100 mg/kgをマウスに腹腔内投与

したのちに、経気管投与の方法で実験毎に作製した菌液を接種した。菌液接種後、

生存個体数について、12～24時間ごとに観察を行った。 

・気道感染方法 

マウスを塩酸ケタミン・塩酸キタラジンで麻酔し、四肢をプラスチックの台に

固定した。輪ゴムを用いて頚部を後屈固定した後、蛍光ライトを搭載した耳かき

で喉頭展開し、24 Gのサーフローカテーテル外筒を気管に挿入した。注射筒内

の菌液が呼吸にあわせて振動されることを目視で確認後、菌液を気管内に注入

した。接種する菌液量は 0.05 mL/匹とした。 

ケタミンを使用した実験は、麻薬研究者である北海道大学大学院医学研究院

呼吸器内科学教室、今野 哲 教授の指導の下に、麻薬及び向精神薬取締法に基づ

いて施行された。 

 

【マウス感染実験時の菌液調整法】 

（MRSAの嫌気培養による影響の検討） 

MRSA細菌株 (HUYM)を血液寒天培地に塗付し、CO2インキュベーターで 16～24

時間培養した。 

システインを混注した TSB 培地に菌液を添加し、好気培養では 250 回転/分、

37℃で振盪培養した。嫌気培養では、嫌気チャンバー内で 37℃の条件で静置培

養した。それぞれ late log phaseまで培養して回収し、3000回転/分で 10分間

遠心して上清を破棄した。これに滅菌された生理食塩水を加え、最終的に菌量が

2×109 CFU/mLとなるよう比濁計を用いて調整した。 

（MRSAの Pi Sup混合感染実験） 

各 MRSA細菌株を血液寒天培地に塗付し、CO2インキュベーターで 16～24時間

培養した。その後菌を釣菌し、TSB 培地に添加し、好気条件下で各菌株の late 

log phaseまで振盪培養した。 

回収した TSB 培地を、3000 回転/分で 10 分間遠心し、上清を破棄した。これ

に滅菌された生理食塩水を加えて菌液とした。感染実験の直前に菌液と 1:1 に

なるように Pi Sup もしくは変法 GAM培地を混合して実験に使用した。最終的に

菌量が 1×109 CFU/mL となるよう比濁計を用いて調整した。 

・MRSA菌株毎の致死性肺炎発症時の肺内生菌数評価 
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各 MRSA細菌株を血液寒天培地に塗付し、CO2インキュベーターで 16～24時間

培養した。その後菌を釣菌し、TSB 培地に添加し、好気条件下で各菌株の late 

log phaseまで振盪培養した。 

回収した TSB 培地を、3000 回転/分で 10 分間遠心し、上清を破棄した。これ

に滅菌された生理食塩水を加えて菌液とした。最終的に菌量が 5×109 CFU/mLと

なるよう比濁計を用いて調整した。 

 

【生菌数および組織学的評価】 

各菌液を接種されたマウスの臓器における生菌数および組織は以下の方法で

評価した。 

・生菌数評価 

第 1章の生菌数評価の手法と同様に、マウス感染後に頸椎脱臼で安楽死させ、

臓器（肺）を無菌環境下で採取し、2 mL の滅菌生理食塩水を注入したビーズ径

2.8 mmのホモジナイズ用チューブ (CK28)内に収集した。採取された臓器はビー

ズ式ホモジナイザー (Precellys)を用いて 5500回転/分、20秒で計 2回ホモジ

ナイズした。血液はヘパリンコートしたシリンジを用いて右室穿刺で採取した。

得られた検体（血液、ホモジナイズ後の臓器）は血液寒天培地に定量的に接種し、

その後 CO2インキュベーター内で培養した。 

・組織評価 

生菌数評価と同様に臓器（肺）を採取後、10%中性緩衝ホルマリン液で固定し、

ヘマトキシリン・エオジン染色を行った。 

 

【BALF中の炎症性サイトカインの ELISA での評価】 

各菌液を接種されたマウスの BALFにおける炎症性サイトカイン (IL-6・MIP-

2)を、第 1章と同様の以下の方法で評価した。 

・BAL 

各菌液を接種して 16時間後にマウスを頸椎脱臼で安楽死させた。その後に気

管を露出し、気管前面に切開をいれ、同部位から 22 Gサーフローの外筒を挿入

し、600 lの生食の注入・回収を計 5回施行して、BALFを収集した。 

・ELISA 

上記方法で得られた BALF について、Quantikine ELISA Mouse IL-6 (R&D 

systems)、Quantikine ELISA Mouse CXCL2/MIP-2 (R&D systems)を用いて ELISA

を施行した。 

 

【嫌気的環境による液体培地での MRSA振盪培養時の生菌数への影響の評価】 

MRSA細菌株 (HUYM)を血液寒天培地に塗付し、CO2インキュベーターで 16～24
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時間培養した。その後菌を釣菌して滅菌生理食塩水により比濁計を用いて菌液

を調整した。 

・嫌気培養と好気培養の比較 

システインを混注した TSB 培地に菌液を添加し、好気培養では 250 回転/分、

37℃で振盪培養した。嫌気培養では、嫌気チャンバー内で 37℃の条件で静置培

養した。それぞれ培養開始前の最終濃度は 2×105 CFU/mlとした。各検体は late 

log phase、stationary phase、培養 24時間後、培養 48時間後にそれぞれ回収

して血液寒天培地に定量的に接種し、CO2インキュベーター内で培養し、生菌数

を評価した。 

・Pi Sup混合の評価（増殖曲線） 

Pi Sup もしくは変法 GAM培地と TSB培地を 1:1で混合し、液体培地とした。

各液体培地に上記菌液を添加し、好気条件下で 250回転/分、37℃として振盪培

養した。培養開始前の最終濃度は 2×105 CFU/mlとした。各検体を培養開始後 3

時間、6時間、8時間、10時間、12時間、15時間、18時間、21 時間、24時間の

時点で回収して血液寒天培地に定量的に接種し、CO2インキュベーター内で培養

し、生菌数を評価した。 

 

【毒素 mRNA発現の定量 RT-PCRによる評価】 

各菌液を接種されたマウスの肺内、及び Pi Supもしくは変法 GAM培地と混合

した菌液の振盪培養後の毒素 mRNA (hla・pvl・tsst・sec)の発現を、第 1章と

同様の手法による定量 RT-PCR法を用いて以下の方法で検証した。 

・検体作製 

マウス肺については、マウス感染後に頸椎脱臼で安楽死させ、臓器（肺）を無

菌環境下で採取し、2 mLの滅菌された RNA later (Thermo Fisher Scientific)

を注入したビーズ径 2.8 mm のホモジナイズ用チューブ (CK28)内に収集した。

ビーズ式ホモジナイザー (Precellys)を用いて 5500回転/分、20秒で計 2回、

ホモジナイズした。その後ビーズ径 0.1 mmのホモジナイズ用チューブ (CK01)

に検体 1 mLを注入し、ビーズ式ホモジナイザー (Precellys)を用いて 6000回

転/分、30 秒で計 2 回、ホモジナイズした。各検体の 100 l とリゾチーム 20 

lを混合し、下記 RNA抽出に用いた。 

Pi Sup もしくは変法 GAM培地と混合した菌液については、好気条件下での振

盪培養後の late log phase、stationary phase の時点で各 1 mL を回収し、3000

回転/分 10分で遠心分離を施行した。上清を破棄した後に滅菌蒸留水 80 lで

溶解し、リゾチーム 20 lを混合して下記 RNA抽出に用いた。 

・RNA抽出、cDNA 合成、定量 RT-PCR 

NucleoSpin RNA (Macherey-Nagel)を用いて得られた検体から全 RNA抽出を行
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った。RNA (1 g)は High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo 

Fisher Scientific)を用いて Applied Biosystems 2720 thermal cycler (Thermo 

Fisher Scientific)により cDNA 合成へ逆転写した。合成された cDNA と SYBR 

green PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific)を用いてリアルタイム PCR

を行い、DNA量を評価した。 

既報にならい、プライマーには以下のものを使用した。 

・hla (Ferreira et al., 2013) 

Forward primer: 5′-TTTGTCATTTCTTCTTTTTCCCA-3′ 

Reverse primer: 5′-AAGCATCCAAACAACAAACAAAT-3′ 

・pvl (Li et al., 2011) 

Forward primer: 5′-TGTATCTCCTGAGCCTTTTTCA-3′ 

Reverse primer: 5′-CAGACAATGAATTACCCCCATT-3′ 

・tsst (Li et al., 2011) 

Forward primer: 5′-TCGCTACAGATTTTACCCCTGT-3′ 

Reverse primer: 5′-CGTTTGTAGATGCTTTTGCAGT-3′ 

・sec (Motoshima et al., 2010) 

Forward primer: 5′-AGGCGATAAGTTTGACCAAT-3′ 

Reverse primer: 5′-CATTCTTTGTTGTAAGGTGG-3′ 

・gyr (Goerke et al., 2000) 

Forward primer: 5′-TTATGGTGCTGGGCAAATACA-3′ 

Reverse primer: 5′-CACCATGTAAACCACCAGATA-3′ 

リアルタイム PCR は、StepOnePlus (Thermo Fisher Scientific)を用いて、

40サイクル（95℃ 15秒、55℃ 60秒）行った。各毒素 mRNA発現の標準化のた

め、内因性因子として DNA ジャイレースサブユニット (gyr)の mRNA 発現も測

定した。mRNAについてのデータは、gyrに対する各毒素 mRNA発現量の相対比で

表記した。 

 

【PMNによる MRSA 殺菌能の評価】 

・PMN分離 

健常者から得た血液から、Percoll (GE healthcare)・Ficoll-Paque PLUS (GE 

Healthcare)を用いた密度勾配遠心法により PMN を分離した。PMN 分離後にリン

酸緩衝食塩水 (phosphate-buffered saline: PBS)を用いて 2.5×106 cells/ml

の濃度に調整した。 

・菌液作製 

MRSA細菌株 (HUYM)を血液寒天培地に塗付し、CO2インキュベーターで 16～24

時間培養した。その後菌を釣菌して TSB培地に添加し、好気条件下で late log 
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phaseまで振盪培養した。 

回収した TSB 培地を 3000 回転/分で 10 分間遠心し、上清を破棄した。PBS で

溶解した上で、37℃、30 分の条件で 5%ヒト血清によるオプソニン化を行った。

その後 Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640培地(Sigma-Aldrich)を

用いて最終的な菌量が 5×104 CFU/mLとなるよう比濁計により調整した。 

 

・殺菌能評価 

24ウェルプレートに PMNもしくは PBS 200 l、菌液 100 l、Pi Supもしく

は変法 GAM培地 100 lをそれぞれ注入し、37℃ 2時間の条件で CO2インキュベ

ーター内で培養し、各々滅菌蒸留水 600 l を混注してから回収した。その後血

液寒天培地に定量的に接種し、CO2インキュベーター内で培養した。各群の生菌

数の結果により、PMNの殺菌能を評価した。 

 

【統計解析】 

2群間の比較を行う場合、Mann-Whitney U検定を用いた。3群以上の比較を行

う場合、対照群として MRSA + Pi Sup 群を選択し、Steel検定を用いた。生存率

はカプランマイヤー法で示し、ログランク検定で統計学的解析をおこなった。P 

< 0.05を統計学的有意とした。 
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第 3節 実験結果 

 

<<MRSA の嫌気培養下における病原性の評価>> 

嫌気環境が MRSA の下気道病原性に与える影響を評価するため、まず好気培

養・嫌気培養した MRSAをそれぞれ用いて、MRSA肺炎モデルでの生存率を評価

した。その結果を図４に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図４．好気培養・嫌気培養下の MRSAを用いた MRSA肺炎モデルにおける生存率

(NS: not significant) 

 

 

この in vivoの実験では、嫌気培養群は、好気培養群と比較して、生存率の

改善傾向を示す結果となった（図４）。本実験は、予備自験を含めて３回の実

験で同様の結果がえられた。 

 

 

次に、MRSAの嫌気培養下の増殖能の評価として、in vitroで嫌気培養・好

気培養時の増殖曲線、および各増殖期における毒素 mRNAの発現量を比較検討

した。図５にその結果を示す。 
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図５．in vitroの実験系での好気培養・嫌気培養が MRSAに与える影響の検証 

A：好気培養・嫌気培養下での経時的な MRSA 生菌量 

B：好気培養・嫌気培養下での毒素 mRNA (hla)発現 (*: p < 0.05) 

 

 

好気培養/嫌気培養の増殖曲線を比較したところ、嫌気培養では生菌数の増

加が 8 log10 CFU/ml にとどまり、好気培養と比較し、有意に菌増殖が抑制され

る結果となった（図５A）。また、毒素 mRNA 発現については、好気培養群と比

較して、嫌気培養群で毒素 mRNA (hla)の有意な発現減弱がみられた（図５B）。 
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<<Pi Sup が MRSA 下気道感染に及ぼす病的影響の検証>> 

【Pi Sup混合 MRSA 肺炎の in vivoでの検証】 

Pi Supが MRSAの下気道病原性に与える影響を検証するため、MRSA菌液と Pi 

Supを混合してマウスに接種する混合感染モデルを作製し、Pi Sup 混合群と非

混合群（Pi Supの培地のみ混合）に分け、生存率、肺内生菌数、BALF中炎症

性サイトカイン (IL-6、MIP-2)、肺内毒素 mRNA (hla)発現について比較検討し

た。これらの実験結果について、図６に示す。 
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図６．Pi Sup混合による MRSA肺炎の病原性への影響 

A：生存率 (*: p < 0.05 vs control 群、†: p < 0.05 vs MRSA + Broth 群) 

B：肺内生菌数 (**: p < 0.01) 

C, D：感染 20時間後の BALF中炎症性サイトカイン  

(*: p < 0.05、†: p < 0.005) 

E：感染 20時間後の肺内毒素 mRNA (hla)発現 (***: p < 0.001) 

 

非混合群と比較し、Pi Sup混合群では、MRSA肺炎モデルでの有意な生存率

の減少（図６A）、肺内生菌数の増加（図６B）、BALF中炎症性サイトカイン 

(IL-6、MIP-2)の増加（図６C、D）がみられた。毒素 mRNA (hla)の発現につい

ても、非混合群と比較し、Pi Sup混合群で有意な発現亢進を認めた（図６E）。 

 

 

次に、Pi Sup混合感染による MRSA肺炎モデルにおける肺病理組織所見につ

いて、非混合群、Pi Sup単独群との比較検討を行った。その結果を図７に示

す。 

 

図７．Pi Sup混合による MRSA肺炎の病理組織所見（ヘマトキシリン・エオジ

ン染色）、(a-c) 100 倍、(d-f) 400倍 

(a, d: Pi Sup混合群 (n = 6)、b, e: Pi Sup 非混合群 (n = 6)、c, f: Pi 

Sup単独投与群 (n = 4)) 
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肺病理組織所見では、Pi Sup混合群において、その他の群と比較して、より

顕著に炎症細胞浸潤や肺胞壁肥厚、肺胞出血などの所見を認めた（図７a-f）。 

 

 

【in vitroの実験系における Pi Supが MRSA に及ぼす影響の検証】 

次に、in vitro の実験系により、Pi Sup 混合群と非混合群における MRSAの

菌増殖・毒素 mRNA の発現について比較検討した。その結果を図８に示す。 

 

 

図８．in vitroの実験系での Pi Sup混合下の MRSAの増殖能・毒素 mRNA発現 

A：菌増殖曲線 (*: p < 0.05、†: p < 0.005) 

B：late log phase、stationary phaseでの毒素 mRNA (hla)発現 (†: p < 

0.005) 

 

in vitroの実験系では、非混合群と比較して、Pi Sup混合群では菌増殖の

遅延を認めた（図８A）。また、Pi Sup混合群では、非混合群と比較し、

stationary phase で有意な毒素 mRNA (hla)発現の減弱を認めた（図８B）。 
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【Pi Sup が PMN殺菌能に与える影響の検証】 

次に、PMNによる MRSAの殺菌能に対する Pi Supの病的影響を、in vitroの

実験系を用いて検証した。その結果を図９に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図９．Pi Supによる PMN混合 MRSA菌液の生菌数への影響 (†: p < 0.005) 

 

 

Pi Supと PMNの混合群で、非混合群と比較し有意な生菌数の増加を認め、Pi 

Supが PMNの殺菌能を減弱する効果をもつことが示された（図９）。 

 

 

 

【Pi Supが PVL産生株・TSST産生株による MRSA肺炎に及ぼす影響の検証】 

次に、PVL産生株と TSST産生株について、前述の実験と同様の手法を用い

て、Pi Supによる病的影響を検証することとした。 

 

まず PVL産生株 (NU1516株)を用いて、Pi Sup混合群と非混合群における、

マウス肺炎モデルでの生存率、肺内生菌数、肺内毒素 mRNA (pvl)発現の比較検

討を行った。それらの結果を図１０に示す。 
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図１０．Pi Sup混合による PVL産生株による MRSA肺炎の病原性への影響 

A：生存率、B：肺内生菌数、C：感染 20時間後の肺内毒素 mRNA (pvl)発現 

 

 

PVL産生株においては、MRSA肺炎モデルにおける生存率（図１０A）、肺内生

菌数（図１０B）、肺内毒素 mRNA (pvl)発現（図１０C）について、Pi Sup混合

群では、非混合群と比較して有意な変化を認めなかった。いずれの実験も、３

回以上の実験で同様の結果を得た。 

 

 

 

次に、TSST産生株 (NU10-1643株)を用いて、Pi Sup混合群と非混合群にお

ける、マウス肺炎モデルでの生存率、肺内生菌数、肺内毒素 mRNA (tsst、sec)

発現の比較検討を行った。その結果を図１１に示す。 
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図１１．Pi Sup混合による TSST産生株による MRSA肺炎の病原性への影響 

A：生存率、B：肺内生菌数、 

C, D：感染 20時間後の肺内毒素 mRNA (tsst、sec)発現 

 

 

PVL産生株と同様に、TSST産生株を用いた Pi Sup混合群/非混合群では、生

存率（図１１A）、肺内生菌数（図１１B）、肺内毒素 mRNA (tsst、sec)発現（図

１１C、D）における有意な差を認めない結果となった。 

 

 

 

最後に、菌株毎の Pi Supによる MRSA肺炎への病的影響の違いについて検討

するため、各 MRSA 菌株の肺内増殖能について、in vivoの実験系を用いた検証

を行った。実験は、各菌株の最大菌量 (5×109 CFU/ml)をマウスに接種し、感

染後の肺内生菌数の継時的変化を検証した。その結果を図１２に示す。 
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図１２．各 MRSA菌株における、MRSA肺炎モデルでの感染 4時間・16時間後の

肺内生菌数 (†: p < 0.005) 

 

 

各菌株の感染マウス群には、いずれも致死性感染を呈する条件での菌量接種

が行われた（HUYM 株: 致死率 100%, PVL 株, TSST株: 80-100%）。感染後、

HUYM株感染群では経時的な肺内生菌数の増加がみられたが、PVL 産生株群、

TSST産生株群では、有意な経時的肺内生菌数増加がみられなかった（図１２

A、B、C）。これらの結果より、PVL産生株/TSST産生株と比較し、HUYM株はよ

り強い肺内増殖能を保有するものと考えらえた。 
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第 4節 考察 

 

本研究では、嫌気的環境が MRSAの下気道病原性に与える影響について検証

を行った。初めに、MRSA自体の嫌気培養による病原性の変化について検討をお

こなった。 

嫌気培養した MRSA を用いた実験により、好気培養した MRSAと比較して、マ

ウス MRSA肺炎モデルでの生存率改善傾向（図４）、in vitroでの増殖能低下

（図５A）、毒素 mRNA (hla)発現抑制（図５B）を示す結果が得られた。これら

の結果から、嫌気培養した MRSAは好気培養時よりも病原性が減弱するものと

考えられた。これより、嫌気的環境における MRSA肺炎発症頻度の増加につい

ては、嫌気的環境下での MRSA自体の病原性増強は考えがたく、別の病的機序

の検証が必要と考えられた。 

一方、P. intermedia の混合感染による MRSAの下気道病原性の検証について

は、Pi Supの混合により、HA-MRSA株による MRSA肺炎モデルにおいて重症化

がみられた（図６、７）。in vitroの実験では、Pi Sup自体は MRSAの増殖、

毒素産生に抑制的である（図８）も、好中球による MRSA殺菌能の減弱を認め

た（図９）。 

P. intermediaは偏性嫌気性グラム陰性桿菌で、歯周病の主要な病原菌とさ

れる一方、下気道検体からも高頻度で検出されており、下気道感染への病的影

響を有することが報告されている。 (Tunney et al., 2008 ; Worlitzsch et 

al., 2009、Naito et al., 2017)。P. intermedia の病原性については、気道

上皮細胞への障害性を有するとした研究報告 (Ulrich et al., 2010)や、好中

球の貪食能を減弱させるという報告 (Shinzato et al., 1994)などがある。本

研究では、Pi Sup は主に好中球の抑制により、MRSA肺炎の感染初期に病的影

響を及ぼすものと考えられた。 

さらに、Pi Sup による MRSA肺炎の重症化について、強毒素（PVL・TSST）を

発現する MRSA 株に対する効果も検証したところ、Pi Sup による PVL 産生株・

TSST 産生株の肺炎の重症化は認めなかった（図１０、１１）。いずれの菌株も、

HUYM 株と比較して肺内増殖能が低く（図１２）、Pi Sup の好中球抑制を主体と

した MRSA肺炎の重症化では、肺内増殖能が重要であるものと考えられた。 

また、本研究では、Pi Supとの混合感染により、肺内で HUYM 株の hla mRNA

発現亢進がみられた。hlaはヘモリジンという毒素の mRNAである。本毒素は

分泌型の細胞融解性毒素で、直接的な気道上皮の障害、IL-1を介した炎症の

惹起により肺炎を誘発するとされる (Berube et al., 2013)。一方で、PVL、

TSSについては Pi Sup追加による発現亢進はみられなかった。これらの毒素発
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現は黄色ブドウ球菌の細胞密度依存的制御機構であるクオラムセンシングを介

してコントロールを受けるものとされる (Queck et al., 2008 ; Andrey et 

al., 2010)。クオラムセンシングは、菌の増加に伴い活性化される代謝制御系

である。今回 HUYM 株のみが MRSA肺炎での肺内毒素 mRNA (hla)が発現亢進した

理由としては、HUYM 株のみが Pi Supとの混合感染により肺内増殖が顕著に増

強されたことによるものと考えられた。 

黄色ブドウ球菌におけるクオラムセンシングは、4つのタンパク質遺伝子 

(agrB, agrD, agrC, agrA)と 1つの制御系 RNA (RNAIII)をコードする遺伝子 

(hld)から構成される accessory gene regulator: agr制御系による。菌体密

度の増加によって、菌体周囲に自己誘導ペプチド (autoinducing peptide: 

AIP)が増加すると、AIPが生体膜状に存在しているヒスチジンキナーゼ AgrC

への結合を介し AgrA がリン酸化される。リン酸化された AgrAは RNAIIIの転

写を誘導し、RNAIII は RNA分子のまま種々の標的遺伝子の発現を転写・翻訳レ

ベルで制御するとされる（図１３）。hla、pvl、tsstは、全てクオラムセンシ

ング（agr依存）による制御を受け、RNAIII依存性に発現が調節される。 

これまで、MRSA 肺炎において hlaを含めた毒素 mRNAの発現が、菌増殖依存

性に促進するとした報告は乏しい。緒言でも述べたように、MRSA 肺炎は感染と

気道定着の区別が困難であるが、本研究結果で示された HUYM株による肺炎発

症時の hla亢進は、新たな診断の手がかりを示す可能性もある。今後は、

RNAIIIを含めたクラムセンシングにも注目し、肺炎発症時の in vivoでの

MRSAの毒素、病原性、代謝の解析を進める必要があるものと考えられた。 

図１３．黄色ブドウ球菌におけるクオラムセンシングの機序 

（Queck et al., 2008 ; Andrey et al., 2010 より改変） 
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Pi Supによる肺内増殖の促進を介した MRSA肺炎の重症化については、気道

に P. intermedia が定着する症例や、歯周病の進行にて P. intermedia が口腔

内で増殖した症例における P. intermedia の生成物の不顕性誤嚥などの機序

で、MRSA肺炎発症リスクの増加に寄与することが考えられた。 

最近では、Prevotella と肺炎発症の関連を示唆する報告として、高齢者施設

入所中の 343症例を対象として、舌苔表面の細菌叢について 16S rRNA 解析を

施行した臨床研究がある (Takeshita et al., 2010)。この研究では、16S 

rRNA解析の結果から、クラスター解析を用いて症例を４つのクラスターに分類

しており、舌苔に Prevotella属などが増加していたクラスターでは、有意に

肺炎や発熱を生じる頻度が高いことが報告された。本基礎研究で得られた Pi 

Supによる MRSA肺炎の重症化という結果は、このような臨床研究とも相関性の

ある結果であり、口腔内の Prevotella intermedia と MRSA肺炎の関連性につ

いてはさらなる注意が必要であると考えられた。 

今後は本研究で得られた Pi Supと MRSA 肺炎の関連についての知見を、実臨

床との相関性に注目して更に展開していくことが課題と考えられた。将来的に

は、Pi Supの成分解析を行うことで Pi Sup の病原因子を特定し、実際の臨床

症例における口腔内検体・BALFなどを用いて、Pi Supの病原因子の局在と肺

炎発症との関連性などについての検証が望まれる。 

本研究の問題点として、第一に、マウス肺炎モデルが免疫抑制モデルであ

り、炎症プロファイルの評価における免疫抑制への影響が挙げられる。しか

し、HA-MRSA株によるマウス肺炎モデルについては、免疫抑制を施行しなけれ

ば生存率の検証が困難であった。 

第二に、毒素の検証が mRNA発現のみとなった点が挙げられる。今後の課題

として、毒素タンパク質を Western Blot あるいはサンドイッチ ELISAなどで

タンパク質量の検証も行うことが望ましいものと考えられた。 

今回の研究の結果から、嫌気的環境と MRSA肺炎の病原性の関連として、口

腔内もしくは下気道における P. intermedia の存在が MRSA肺炎のリスクとな

ることが示唆され、MRSA肺炎の病態の理解において重要な結果であると考えら

れた。  
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第 5節 本章の総括および結論 

 

Ⅰ 本研究から得られた新知見 

本研究では、嫌気的環境と MRSA肺炎の関連性について検証をおこなった。

嫌気培養下の MRSA では下気道への病原性が減弱し、歯周病原菌である P. 

intermediaの培養上清 (Pi Sup)との共感染では、MRSA肺炎の重症化を認め

た。MRSA肺炎重症化は、Pi Supによる好中球の殺菌能抑制に伴う MRSAの肺内

生菌数増加の促進と、それに伴う毒素 (hla)の産生亢進によりもたらされたも

のと考えられた。Pi Supによる病的影響は、MRSA菌株の肺内増殖能に関連す

ると考えられる菌株間の個体差が認められた。 

 

Ⅱ 新知見の意義 

本研究成果は、歯周病および偏性嫌気性菌による MRSA肺炎の重症化につい

て、新たな機序を示すところとなった。これにより、MRSA肺炎発症の新たなリ

スク因子として、歯周病や偏性嫌気性菌との共感染を検討すべきと考えられ

た。 

 

Ⅲ 本研究で得られた新知見に基づく今後の研究の展開 

・Pi Supの成分解析を行い、MRSA肺炎重症化に寄与する病原因子についてさ

らなる検証を行う。 

・臨床検体を用いて、Pi Sup、および病原因子の局在と MRSA肺炎の病態の関

連性を検証する。 

 

Ⅳ 今後の課題 

MRSA肺炎発症および重症化の病的機序について、複数株を用いたさらなる検

証を行っていく。 
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第 3 章 

 

総括および結論 

 

MRSA肺炎は、院内肺炎の中で高い割合を占め、死亡率も高いことが知られて

おり、臨床上重要な疾患である。その一方で、喀痰培養から分離された MRSA

の病的意義については、気道定着と感染の区別が難しく、肺炎の診断には課題

が残る。特に HA-MRSA 株については、病原性が比較的弱い傾向があり、同株を

用いた MRSA肺炎モデルによる研究報告も乏しい。そうした背景の下、院内

MRSA肺炎モデルの確立、および病原性の検証を行った。 

本研究では、経気道感染を介した MRSA 肺炎モデルを新しく確立できた。

VCM/ DAPなどの治療効果の検証にて、既報の MRSA肺炎モデルと比較し、より

実臨床に近い感染モデルとなった。同モデルを応用し、臨床研究などで指摘さ

れた MRSAの嫌気的環境における下気道病原性についても検証しえた。 

以下に本研究で得られた新知見について記載する。 

 

1. 経気道感染による HA-MRSA肺炎モデルを確立した。（第 1章） 

2. 同モデルを用いて、AZMによる MRSA肺炎に対する新たな治療効果を証明し

た。また、その機序として、AZMによる MRSA の増殖初期の抑制効果を示した

（第 1章）。 

3. MRSAは嫌気培養により、下気道での病原性が減弱した。（第 2章） 

4. MRSA肺炎モデルにおいて、Pi Supとの混合感染による重症化がみられた。

その機序として、Pi Supによる好中球の殺菌能低下に伴う肺内生菌数増加への

寄与が考えられた。（第 2章） 

 

今後の研究として、Pi Supの MRSA肺炎重症化に寄与する病原因子の抽出を

目的として、代謝産物に注目したメタボローム解析や RNA transcriptome など

のオミクス解析を検討する。また、病原因子抽出後は、下気道感染や呼吸器疾

患を有する症例の臨床検体を用いて、口腔内や肺内における Pi Sup の病原因

子の局在などを検証し、実臨床における嫌気的環境と MRSA肺炎の関連性につ

てさらなる検討を行いたい。最終的には、MRSA肺炎の新規診断方法に寄与する

研究展開を目標とし、MRSA肺炎の病態解明を進めたい。  
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