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研究成果の概要（和文）：本研究では、各種化学物質および病原性細菌の複合暴露による、化学的および生物学
的毒性の変動・影響について明らかにすることを目的に研究を行った。その結果、病原性細菌である黄色ブドウ
球菌およびその菌体外成分といくつかの化学物質の複合暴露により、化学物質のDNA損傷性および変異原性が増
強した。また、黄色ブドウ球菌に化学物質を暴露することにより、黄色ブドウ球菌の毒素産生やバイオフィルム
形成等の病原因子の発現が増強した。これら化学物質暴露時の黄色ブドウ球菌の病原因子の発現は、培地条件下
と生体内では異なることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, the toxic effects of combined exposure to various chemicals 
and pathogenic bacteria were examined. As a result, combined exposure of the pathogenic bacterium 
Staphylococcus aureus and its extracellular components to several chemicals enhanced the DNA damage 
and mutagenicity of the chemicals. Also, exposure of S. aureus to chemicals enhanced the expression 
of pathogenic factors such as toxin production and biofilm formation of S. aureus.

研究分野： 食品衛生学

キーワード： 化学物質　黄色ブドウ球菌　複合暴露　遺伝毒性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果より、病原性細菌である黄色ブドウ球菌およびその菌体外成分と化学物質の複合暴露により、それ
ぞれの生物学的および化学的毒性が変動することを明らかにした。化学物質および細菌性毒素の複合暴露により
惹起される生体影響を評価することにより、総合的なリスク削減対策において、有用な基礎的知見を提供するこ
とができる。今後の更なる研究により、それぞれの生物学的および化学的毒性の変動を誘導する因子を解明する
ことで、両リスクが誘導する各種疾病に対する治療法や予防法の開発に繋がることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
食品中化学物質の生体影響を評価する場合、我々は日常的に、病原性細菌等の化学物質以外の

因子の影響を受けており、それらの存在と影響についても考慮すべきである。近年、糖尿病、感
染症、皮膚炎等は、ヒトの細菌叢に異常をきたし、病原性細菌が極端に増加することにより発症
することが報告されているが、その増加メカニズムについては明らかにされていない。しかし、
一部の病原性細菌が増加する原因のひとつとして、化学物質による免疫系の異常反応が考えら
れる。また、いくつかの化学物質 (Edwards et al., 1993; Laskin et al., 1995) と細菌性毒
素 (Ramachandran, 2014) は、ともにサイトカインの分泌亢進やそれに伴う慢性皮膚炎等の症
状の悪化に関与しており、両者が共通の経路を介して生体に対して悪影響を誘導する可能性が
考えられる。したがって、複数の化学物質や細菌性毒素に同時に暴露されることで、両者の毒性
が増強することが考えられ、そのリスク評価系を新たに構築する必要がある。 
 
２．研究の目的 
食環境中に存在するリスク因子には、有害化学物質等の化学的リスク因子と病原性細菌等の

生物学的リスク因子がある。食環境中には、これら両リスク因子が共存していることから、両者
が共存した際のリスクを評価する必要がある。しかし、両者の複合暴露による各毒性発現の変動
については明らかになっていない。そこで、本研究では、食品中化学物質および細菌性毒素の同
時暴露による毒性の変動・影響を検討する新たな評価系の構築に向けた知見の取得を目指して、
各種化学物質および病原性細菌の複合暴露による、化学的および生物学的毒性の変動・影響につ
いて解析した。化学的リスク因子の毒性評価として、細菌性毒素との複合暴露による化学物質の
遺伝毒性の変動について調べた。また、生物学的リスク因子の評価として、化学物質暴露時にお
ける黄色ブドウ球菌の病原因子への影響について解析した。 
 
３．研究の方法 
(1) 化学物質が誘導する DNA 損傷性に及ぼす黄色ブドウ球菌の病原因子の影響 
C57BL6/J マウスから脾臓細胞を採取し、脾臓細胞希釈液 (1×107 cell/mL) に acrylamide 

(AA) 溶液および staphylococcal enterotoxin A (SEA) を、それぞれ終濃度が 15 mM、50 ng/mL
となるように添加した後、37C、5% CO2で 16 時間培養し、細胞試料とした。AAの DNA 損傷性に
及ぼす SEA の影響を通常のコメットアッセイおよび Fpg 添加コメットアッセイ法にて評価した。
スライド 1枚につき、細胞 50 個をカウントし、Tail moment、Tail length および%Tail DNA を
求めた。なお、各動物実験は、静岡県公立大学法人静岡県立大学における動物実験の指針 (承認
番号 175160、185183 および 195227) に従い実施した。 
 

(2) 化学物質の変異原性に及ぼす黄色ブドウ球菌菌体外成分の影響 
Salmonella typhimurium TA 98 株および TA 100 株 (S9mix) によるエームス試験を用いて、

化学物質の変異原性に及ぼす黄色ブドウ球菌の培養上清 (3 kDa 以上および以下) の影響につ
いて検討した。TA98 株用の陽性対照として、MeIQX (+S9 mix 用)、2-nitrofluorene (－S9 mix
用)、TA100 株用の陽性対照として、sodium azide (+S9 mix 用)、2-aminoanthracene (－S9 mix
用) を用いた。 
 

(3) 黄色ブドウ球菌の病原因子の発現に及ぼす化学物質の影響 
黄色ブドウ球菌 SEA 産生株に 8 種の化学物質を暴露して 37C で培養し、SEA 遺伝子 (リアル

タイム RT-PCR) およびバイオフィルム形成 (クリスタルバイオレット染色法) に及ぼす影響を
調べた。黄色ブドウ球菌と複合暴露させる食環境中に存在する化学物質として、AA、glycidamide 
(GA) 、 N-dimethylnitrosamine (NDMA) 、 2-amino-1-methyl-6-phenyl-1H-imidazo [4,5-b] 
pyridine (PhIP)、 2-amino-3,8-dimethyl-3H-imidazo [4,5-f] quinoxaline (MeIQx)、bisphenol 
A (BPA) および nonylphenol (NP) を用いた (図 1)。 
 
(4) 血清 (FBS) 中の黄色ブドウ球菌の病原因子発現に及ぼす化学物質の影響 
 より生体内に近い条件下で病原性細菌の生体内における毒性を評価するために、黄色ブドウ
球菌を FBS 中で培養し、各種化学物質が病原因子関連遺伝子の発現および-hemolysin 活性 (溶
血活性) に及ぼす影響について解析した。 
 
(5) 黄色ブドウ球菌の毒素 (SEA) 産生量に及ぼす化学物質の影響 
黄色ブドウ球菌 SEA 産生株に AA を暴露して 37C で培養し、SEA 産生量の変動を Western blot

解析を用いて調べた。また、菌株間で、AA の暴露が SEA 産生量に及ぼす影響が異なる可能性を
配慮して、ヒト由来 SEA 産生株 10菌株について、Western blot 解析を用いて、AA 暴露時の SEA
産生量を比較した。 
 
４．研究成果 
(1) 化学物質が誘導する DNA 損傷性に及ぼす黄色ブドウ球菌の病原因子の影響 
マウス脾臓細胞に AA および SEA を複合暴露した際の DNA 損傷性の変動について、コメットア

ッセイを用いて評価した。SEA 単独暴露においては、Tail moment、Tail length および% Tail 



DNA に変化は認められなかった。一方、AAおよび SEA を複合暴露した脾臓細胞では、コントロー
ル (滅菌水) と比較して、Tail moment および Tail length が有意に増強し、% Tail DNA にお
いては増強傾向が認められた (data not shown)。AA と SEA の複合暴露が AAの毒性変動に及ぼ
す影響について、より詳細に明らかにするために、マウス脾臓細胞に AA および SEA を複合暴露
した際の DNA 損傷性を Fpg 添加コメットアッセイを用いて評価した。その結果、Fpg を添加する
ことにより、検出感度が約 2.5 倍増加し、AA および SEA を複合暴露した脾臓細胞において、コ
ントロール (滅菌水) と比較して、Tail moment、Tail length および% Tail DNA が有意に増強
した (図 2)。また、AA 単独暴露と比較しても、AA および SEA を複合暴露した脾臓細胞におい
て、Tail moment、Tail length および% Tail DNA が有意に増強した (図 2)。これらの結果よ
り、化学物質および細菌性毒素の複合暴露により、化学物質の遺伝毒性が増強する可能性が示唆
された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1: 本研究で用いた化学物質の構造 

(A) acrylamide (AA)，(B) glycidamide (GA)，(C) N-dimethylnitrosamine (NDMA)，(D) 
2-Amino-1-methyl-6-phenyl-1H-imidazo [4,5-b] pyridine (PhIP)，(E) 2-Amino-3,8-
dimethyl-3H-imidazo [4,5-f] quinoxaline (MeIQx)，(F) bisphenol A (BPA)，(G) 
nonylphenol (NP). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2: 化学物質が誘導する DNA 損傷性に及ぼす黄色ブドウ球菌の病原因子の影響 

(A) Tail moment，(B) Tail length，(C) % Tail DNA，(D) Cells containing DNA strand 
breakage (with long tails).*Represents p < 0.05 compared to the control. †p < 
0.01; unpaired, two-tailed student’s t-test (n=3)． 

 
(2) 化学物質の変異原性に及ぼす黄色ブドウ球菌菌体外成分の影響 
化学物質の変異原性に及ぼす黄色ブドウ球菌の培養上清の影響について調べた。その結果、TA 

98 株の±S9mix および TA 100 株の+S9mix 条件下においては、それぞれ MeIQx、2-NF および 2-
AA の遺伝毒性を増強する効果は見られなかった (図 3 (A-C))。一方、TA 100 株の-S9mix 条件
下においては、培養上清の 3 kDa 以上の画分に変異原性は見られなかったが、AZS との複合暴露
により、復帰変異コロニー数が増加した (図 3 (D))。これらの結果より、黄色ブドウ球菌の培
養上清は、AZS の変異原性を増強したと考えられた。 
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図 3: 化学物質の変異原性に黄色ブドウ球菌菌体外成分が及ぼす影響 

(A) Salmonella typhimurium TA 98 株，+S9 mix，(B) Salmonella typhimurium TA 98
株，S9 mix，(C) Salmonella typhimurium TA 100株，+S9 mix，(D) Salmonella typhimurium 
TA 100 株，S9 mix. 
 
 

(3) 黄色ブドウ球菌の病原因子の発現に及ぼす化学物質の影響 
 各種化学物質暴露時における黄色ブドウ球菌の SEA 遺伝子の mRNA 発現量の変動について検討
したところ、暴露した全ての化学物質において SEA 遺伝子の発現量が増加する傾向が認められ
た (図 4 (A))。また、化学物質暴露が黄色ブドウ球菌のバイオフィルム形成に及ぼす影響につ
いて、クリスタルバイオレット染色法を用いて評価したところ、GA、BPA、NP および PhIP を暴
露した菌体においては、有意な変動は認められなかったが、AAおよび NDMA の暴露により、バイ
オフィルム形成量が有意に増加した (図 4 (B))。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4: 黄色ブドウ球菌の病原因子の発現に化学物質が及ぼす影響 

(A) Staphylococcal enterotoxin A 遺伝子の発現量に化学物質が及ぼす影響，(B) 黄色
ブドウ球菌のバイオフィルム形成に化学物質が及ぼす影響.*Represents p < 0.05 
compared to the control, **represents p < 0.01 compared to the control. 

 
(4) 血清 (FBS) 中の黄色ブドウ球菌の病原因子発現に及ぼす化学物質の影響 
黄色ブドウ球菌と各種化学物質を FBS 中で培養し、病原因子関連遺伝子の発現量を測定した。

その結果、AA の暴露により、黄色ブドウ球菌の病原因子を調節する small RNA である RNAIII お
よびバイオフィルム関連遺伝子の icaA の発現量が有意に増加し (図 5 (A),(B))、ヘテロサイク
リックアミンの一種であるPhIPまたはMeIQxの暴露により、SEA産生量が増加した (図5 (C))。
また、FBS 中で BPA および PhIP を暴露した一部のコロニーには、溶血活性 (ハロー) が認めら
れた (図 6)。これらの結果より、培地条件下と生体内では、黄色ブドウ球菌の病原因子の発現
調節機構が異なることが示唆された。 
 
(5) 黄色ブドウ球菌の SEA 産生量に及ぼす化学物質の影響 
黄色ブドウ球菌 SEA 産生株に AA を暴露した後、SEA 産生量の変動を調べたところ、3 mM の AA

添加により、SEA 産生量が有意に増加した (図 7 (A))。また、ヒト由来 SEA 産生株 10 菌株を用

0

100

200

300

400

NC MeIQx C.S.
(>3 kDa)

C.S.
(<3 kDa)

MeIQx +
C.S.

(>3 kDa)

MeIQx +
C.S.

(<3 kDa)

N
um

be
r 

of
  r

ev
er

ta
nt

s

0

100

200

300

400

NC 2-NF C.S.
(>3 kDa)

C.S.
(<3 kDa)

2-NF +
C.S.

(>3 kDa)

2-NF +
C.S.

(<3 kDa)

N
um

be
r 

of
  r

ev
er

ta
nt

s

0

100

200

300

400

NC 2-AA C.S.
(>3 kDa)

C.S.
(<3 kDa)

2-AA +
C.S.

(>3 kDa)

2-AA +
C.S.

(<3 kDa)

N
um

be
r 

of
  r

ev
er

ta
nt

s

0

200

400

600

800

NC AZS C.S.
(>3 kDa)

C.S.
(<3 kDa)

AZS  +
C.S.

(>3 kDa)

AZS  +
C.S.

(<3 kDa)

N
um

be
r 

of
  r

ev
er

ta
nt

s

(A) (B)

(C)
(D)

0

10

20

30

40

50

R
el

at
iv

e
va

lu
e 

fo
ld

 o
f C

on
tro

l(A)

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

R
el

at
iv

e 
va

lu
e 

fo
ld

 o
f C

on
tro

l

**

*

(B)



いて、同様に AA (3 mM) 添加による SEA 産生量を調べたところ、全ての菌株で SEA 産生量の増
加が認められた (図 7 (B)) が、菌株ごとに増加の程度は異なっており、AA 未添加時の菌株の
SEA 産生量との相関は認められなかった (図 7 (C))。これらの結果より、菌株の種類によって
も化学物質への応答機構が異なる可能性が示唆された。今後の更なる研究により、それぞれの生
物学的および化学的毒性の変動を誘導する因子を解明することにより、両リスクが誘導する各
種疾病に対する治療法や予防法の開発に繋がることが期待される。 
 
＜引用文献＞ 
① Edwards et al., Toxicol. Appl. Pharm., 119, 1993, 275-2791. 
② Laskin et al., Hepatology, 21, 1995, 1045-1050. 
③ Ramachandran, Virulence, 5, 2014, 213-218. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5: 血清中の黄色ブドウ球菌の病原因子発現に及ぼす化学物質の影響 

(A) RNAIII の発現に AA が及ぼす影響，(b) icaA の発現に AAが及ぼす影響，(C) 血清中
の黄色ブドウ球菌のバイオフィルム形成に化学物質が及ぼす影響．*represents p < 0.05 
compared to control. 

 
 
 
 
 
 
 
図 6: 血清中の黄色ブドウ球菌の溶血活性に及ぼす化学物質の影響 

Control: -ヘモリジン産生株, FBS: 化学物質未添加．血清 (FBS) 中に BPA または PhIP
を添加して黄色ブドウ球菌を培養した後，菌体の溶血活性を測定した． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7: 黄色ブドウ球菌の SEA 産生量に及ぼす化学物質の影響 

(A) AA の暴露が黄色ブドウ球菌 No.29 株の SEA 産生量に及ぼす影響，PC; positive 
control (SEA protein)，(B) 黄色ブドウ球菌 SEA 産生株における SEA 産生量に及ぼす AA
の影響の比較，(C) 黄色ブドウ球菌 SEA 産生株における SEA 産生量の比較 (AA 未添加)．
グラフは Western blot 解析の結果を数値化したものを示す．*represents p < 0.05 
compared to control. 
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