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研究成果の概要： 
Staphylococci のゲノム配列情報を解析し、ヒト食中毒原因毒素であるエンテロトキシン（SEs）

遺伝子群を保有する可動性遺伝因子を検出・分類する LA-PCR/RFLP 法を確立した。霊長類モデ

ルを用いて新規な SE 様毒素群 SEls の嘔吐活性を解析し、何れも霊長類に対して嘔吐活性を有

することを明らかにした。さらに、2 種類の新型 SEs についてその生物活性を詳細に解析し、

SES および SET と命名した。 
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１．研究開始当初の背景 
 

黄色ブドウ球菌は種々の外毒素を産生し、ヒ

トの食中毒や毒素性ショック症候群、化膿性

疾患、院内感染を引き起こすと共に、種々の

動物の感染症の原因としても重要視されて

おり、精力的な研究が国内外で進められてい

る。本菌の遺伝学的背景を明らかにするため、

全ゲノム塩基配列決定が行われており、2006

年 10 月現在、8株のヒト由来黄色ブドウ球菌

と 1株のウシ由来黄色ブドウ球菌ゲノムの完

全な配列が公開されている (1)。今後、この

ゲノム配列情報を基盤とした本菌の表現

型・病原性の解明が急務となっている。申請

者らは、ブドウ球菌食中毒の原因毒素である

エ ン テ ロ ト キ シ ン （ staphylococcal 

enterotoxins; SEs）を対象に研究を進めて

いる。SEs はヒトに対し嘔吐活性を示し、食

中毒を引き起こすと共に、スーパー抗原活性
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を有し、毒素性ショック症候群の原因毒素で

もある。従来、SEは抗原性の異なる5種類（SEA

〜SEE）が知られていたが、申請者らの研究

グループおよびいくつかの海外の研究グル

ープにより、近年多数の SE 遺伝子の存在が

報告され、SEs は極めて多様性が高い毒素群

であることが明らかになりつつある。2004 年

に、国際ブドウ球菌命名委員会から SEs の命

名規約が勧告され、霊長類実験モデルで嘔吐

活性を示した物のみを SE と称し、霊長類モ

デルで嘔吐活性を示さないもの、あるいは霊

長類モデルで嘔吐活性を確認されていない

物 に つ い て は staphylococcal 

entertoxin-like toxin (SEl) と称すること

となった (2)。現在、SEs および SEls は

SEA-SElV の 19 種（SEF は欠番）が報告され

ている。新型 SEs および SEls の食中毒、毒

素性ショック症候群との関わりや、黄色ブド

ウ球菌の病原性への関わりを明らかにする

ことは、公衆衛生上および食品安全確保上極

めて重要である。 

一般的に細菌の病原性に関する遺伝子は、

pathogenicity island (PI) としてゲノム上

にまとまって存在する場合が多いことが明

らかになり、特にブドウ球菌においては多様

な SE 遺伝子が複数の PI やプロファージ、プ

ラスミド等の可動性遺伝因子上に存在する

ことが明らかにされてきている。申請者らの

研究グループは、これまでに、これら SEs 関

連可動性遺伝因子の菌株間での水平移動に

より、ブドウ球菌菌株の SE 遺伝子型の多様

性がもたらされていることを明らかにして

きた (3)。可動性遺伝因子の水平移動による

SEs 遺伝子群の伝播は、ブドウ球菌の病原体

としての進化に大きく係わっていると考え

られる。バイオインフォマティクスを駆使し

たゲノム配列情報解析（dry な研究）と実験

室におけるラボワーク（wet な研究）を両輪

として、SEs 関連可動性遺伝因子の多様性の

解明と、それぞれの可動性遺伝因子の詳細な

キャラクタライズ、さらに可動性遺伝因子上

の SE および SEl 遺伝子群の発現を解析する

ことにより、可動性遺伝因子と黄色ブドウ球

菌の病原性との関連性を明ら下にしていく

ことが必要である。 
 
 
 
 
 

２．研究の目的 
 
本研究の目的は、ブドウ球菌エンテロトキ

シン (SEs) ファミリー遺伝子群をコードす

る可動性遺伝因子の多型性を明らかにし、こ

れらが保有する SEs遺伝子群および全体的な

遺伝子構造からゲノムバイオロジーの時代

にふさわしい分類法を確立することである。

さらに、各可動性遺伝因子にコードされてい

る SEs および SEls が実際に毒素タンパク質

として発現・産生されているかを定量的に解

析し、また、SEs および SEls の生物活性を評

価することにより、各可動性遺伝因子の黄色

ブドウ球菌の食中毒原性ならびに病原性へ

の寄与を明らかにすることを目的とする。こ

の一連の研究により、黄色ブドウ球菌の病原

体としての進化の一端を明らかにすると共

にブドウ球菌食中毒およびブドウ球菌感染

症の病因論をより深く理解し、食の安全・安

心確保に資することができると考えられる。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) ブドウ球菌エンテロトキシンファミリ

ー遺伝子群をコードする可動性遺伝因子の

多型性解析と分類法の確立 

 2007 年の時点で報告されていた 10 株の黄

色ブドウ球菌全ゲノム塩基配列情報を解析

し、可動性遺伝因子 pathogenicity iskands

（SaPI）のゲノム上の挿入部位を同定した。

さらに、挿入部位近傍の保存された領域を絞

りこみ、それぞれの部位に挿入された SaPI

全域を増幅する PCR プライマーを設計・合成

した。これらのプライマーセットを用い、

SaPI 全域を増幅する LA-PCR を確立するとと

もに、増幅産物を制限酵素で消化することに

より SaPI を同定する RFLP (restriction 

fragment length polymorphism)法を確立し

た。この手法（SaPI scanning/RFLP）を用い、

SEB 遺伝子を保有する新規 SaPI を検索した。 

(2) 各種材料由来黄色ブドウ球菌のSEsおよ

び SEls 産生能の定量的解析 

 これまでに作成した SEs/SEls に対する特

異抗体を用い、Sandwich ELISA による

SEs/SEls 定量法を確立した。この検出法を用

い、食中毒由来株の in vitro での毒素産生

総量を解析した。 

 



 

 

(3) SEls の嘔吐活性評価 

 霊長類モデルを用いて未だ嘔吐活性の有

無が明らかにされていない新規な SE 様毒素

群 、 staphylococcal enterotoxin-like 

toxins, SEls (SElK,SElL, SElM, SElN, SElO, 

SElP, SElQ,SElR)の嘔吐活性を解析した。カ

ニクイザルにこれらの毒素を経口投与し、連

続 5時間観察して嘔吐の有無を確認した。 

 

(4) プラスミド上に存在する新型 SEsの同定

と生物活性の解析 

 細菌細胞中にゲノムとは独立して存在す

る可動性遺伝因子であるプラスミドによっ

てコードされる 2つの SE様遺伝子を同定し、

そのスーパー抗原活性（マイトージェン活性、

Vb 特異性、MHC class II 要求性）を詳細に

検討するとともに、霊長類モデルによる嘔吐

活性評価を行った。 
 
 
 
 
４．研究成果 
 
(1) ブドウ球菌エンテロトキシンファミリ

ー遺伝子群をコードする可動性遺伝因子の

多型性解析と分類法の確立 

 黄色ブドウ球菌ゲノムの解析により、SaPI

の挿入部位と各 SaPI がコードする SEs/SEls

遺伝子を同定した（図 1）。各部位に挿入され

た SaPI の増幅を試みたところ、いずれのプ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ライマーセットにおいても陽性対照株で 

15kbp 以上の産物の増幅が見られることが確

認された。なお、SaPI が挿入されていない株

では本来のゲノムに応じた小さな断片が増

幅されてくることから、PCR の成否と挿入断

片が無いことが確認可能であった。増幅され

た PCR 断片の RFLP 分析では、同一部位に挿

入された SaPI 間でパターンがことなるもの

があることから、同一部位に挿入される SaPI

にも多様性が見られることが推測された。 

本法を用い、SEB 遺伝子を保有する SaPI を検 

索したところ、SaPI3 挿入部位（ゲノム 19’

に位置）、SaPImw2 挿入部位（ゲノム 18’に

位置）、および SaPI2 挿入部位（ゲノム 44’

に位置）に挿入される複数の SaPI が存在す

ることが明らかになった。これらのうち、

SaPI3 挿入部位に存在する新規 SaPI である

SaPIivm60 の塩基配列を決定したところ、従

来から知られている SaPI3 (SEB 遺伝子、SElK

遺伝子、SElQ 遺伝子を保有)とことなり、SEB

遺伝子のみを保有することが明らかになっ

た。さらに、同部位に挿入される SaPI には、 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SaPIivm60 とほぼ同一の構造ながら SEB 遺伝

子を保有しないもの（SaPIhhms2）、また、SElK

および SElQ 遺伝子のみを保有するもの

（SaPIj11）が存在することが明らかになっ

た。これらの結果は、SEs/SEls を保有する

SaPI が予想以上に多様性を有することを示

す結果であり、黄色ブドウ球菌の病原性進化

を理解する上で重要な成果である。今後、本

研究で確立した SaPI scanning を活用し、黄

色ブドウ球菌集団が維持している SaPI のレ

パートリーを把握し、さらに特定の疾病との

関連を解析することにより、菌株の病原性に

基づいた黄色ブドウ球菌の分類を進めてい

く。 

 

(2) 各種材料由来黄色ブドウ球菌の SEsおよ

び SEls 産生能の定量的解析 

 SEs/SEls を定量する Sandwich ELISA を確立

し、食中毒由来株 48 株の in vitro における

SE 産生量の評価・比較を行った。新型 SEH、



 

 

SElJ、SElK、SElP、SElQ、SElR）産生量は 0.2

～0.8 μg/ml であり、個々の菌株における新

型 SEs 総産生量は、食中毒に最も高い頻度で

関与するとされる SEAの産生量と同等であっ

た。また、SEG、SEI、SElM、SElN、SElO は遺

伝子が genomic island 上にクラスターを形

成して存在する毒素群で、これらの総産生量

は約 30～100 ng/ml と推定された。他の SEs

に比べ産生量は極めて少ないものの、これら

の遺伝子のみを保有する黄色ブドウ球菌に

よる食中毒事例が報告されている。これらの

ことから新型 SEsは食中毒に関与すると考え

られ、今後、食品中における産生量や、食中

毒原因食品中の SE 総量を明らかにし、新型

SEs の食中毒原性についてより詳細に解明し

ていく必要がある。また、今回開発した

SEs/SEls 検出系は、食中毒事件の解明等にも

有用である。 

 

(3) SEls の嘔吐活性評価 

 被検カニクイザル 11 頭の SEA および SEB

に対する感受性を確認したところ、SEA 10μ

g/kg 投与で 10 頭中 5 頭、100μg/kg 投与で

は 7頭中 6頭が嘔吐を示した。また、SEB 100 

µg/kg 投与では 4 頭中 4 頭が嘔吐したことか

ら、何れのカニクイザルも SEA および SEB に

対する感受性を有することが明らかになっ

た。これらのカニクイザルを用いて SEls の

嘔吐実験を行った。SElK投与では6頭中2頭、

SElL では 6頭中 1頭、SElM では 7頭中 1頭、

SElN では 6頭中 2頭、SElO では 8頭中 1頭、

SElP では 6頭中 3頭、SElQ では 6頭中 2頭、

SElR では 6頭中 2頭が嘔吐を示した。潜伏期

1～5 時間で、ほとんどが投与後 2〜3 時間の

間に嘔吐を示した。SEls に対する反応の個体

差が何に起因するか、現在のところ不明であ

るが、これらの毒素は霊長類に対して嘔吐活

性を示し、食中毒原因毒素として機能する可

能性が示唆された。霊長類モデルで多数の

SEls の嘔吐活性を解析したデータは本研究

が唯一であり、SEls の食中毒原性を考える上

で、極めて重要である。 

 

(4) プラスミド上に存在する新型 SEsの同定

と生物活性の解析 

 食中毒由来株 Fukuoka 5 株の保有するプラ

スミド pF5を解析している途中で発見した二

つの SE 様遺伝子、SES と SET の生物活性を詳

細に検討した。SES は MHC class II 分子存在

下で T cell receptor Vβ 9 および 16 を保有

する T cell を特異的に活性化するスーパー

抗原活性を有し、さらにカニクイザルに経口

投与すると 5 時間以内に嘔吐を引き起こす、

典型的なブドウ球菌エンテロトキシンであ

った。しかしながら、SET は MHC class II 存

在下で T cell を活性化するものの、その Vβ
特異性は明瞭ではなく、また、カニクイザル

への経口投与で投与後 24 時間以降に遅発性

に嘔吐を引き起こしたことから、従来から知

られているブドウ球菌エンテロトキシンと

類似する構造を有するが、その活性は典型的

な SEsとは異なるものであることを明らかに

した。 

 以上のように、本研究においては、ブドウ

球菌が保有する多様な SEs/SEls 遺伝子は実

際に蛋白質として産生され、またそのほとん

どは霊長類に対し嘔吐活性を示すことを明

らかにした。これらの結果は、新規に報告さ

れた SEs/SEls が食中毒原性を有することを

強く支持するものである。さらに、これらの

多様な SEs/SEls 遺伝子は可動性遺伝因子上

に存在し、菌株間を水平移動することにより

黄色ブドウ球菌の病原性進化に大きく係わ

っていると推測されている。本研究で明らか

にしたように、これらの可動性遺伝因子も多

様性を保持しており、どのような可動性遺伝

因子をどのような組み合わせで保有してい

るかによって菌株の病原性（個性）が決定さ

れていると考えられる。今後、本研究で確立

した SaPI scanning/RFLP を活用し、さらに

大規模塩基配列決定手法と組み合わせるこ

とにより、黄色ブドウ球菌の病原性決定の機

構解明と、病原性に基づいた分類が可能にな

ると考えられる。 
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