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研究成果の概要（和文）： 

黄色ブドウ球菌エンテロトキシンファミリー分子を中心に、黄色ブドウ球菌感染・嘔吐・下
痢における役割を解析し、以下の成果を得た。 
(1) TSST-1は感染における病原因子として重要であった。 
(2) SEA, SEC, TSST-1のうち、SEAと SECは嘔吐活性を示すが、下痢誘導活性を示さなかった。 
(3) TSST-1は上皮細胞におけるオートファジーの誘導を抑制した。 
(4) Recombinant ClfA 免疫マウスは、黄色ブドウ球菌感染に対し防御効果を示し、この感染抵

抗性は IL-17に依存していた。 
 
研究成果の概要（英文）： 

We investigated roles of staphylococcal enterotoxin family molecules in infection, 
emesis and diarrhea. 
(1) TSST-1 played an important role in pathogenesis of Staphylococcus aureus infection. 
(2) Among SEA, SEC and TSST-1, SEA and SEC showed emesis-inducing activity but none of 

them revealed diarrhea-inducing activity. 
(3) TSST-1 suppressed autophagy formation in epithelial cells. 
(4) Vaccination with recombinant clumping factor A induced acquired host resistance to 

S. aureus infection in mice, depending on IL-17. 
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１．研究開始当初の背景 

近年、我々の研究グループを含め新型ブド
ウ球菌エンテロトキシン（SE）が次々と発見
され、現在 SEA～SEU まで報告されている。

黄色ブドウ球菌はなぜこのような多彩な SE
を産生しなければならないかを考えると、SE
が黄色ブドウ球菌の生き残りに必須な分子
であることが窺える。例えば、MRSA臨床分離
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株の多くは SECと毒素性ショック症候群毒素
(TSST-1)を産生する。本申請者らは、スーパ
ー抗原活性を欠損させた変異 SEC と TSST-1
を作製し、これらをマウスに免疫することに
より黄色ブドウ球菌感染に対する防御効果
があることを明らかにした。さらに、小型嘔
吐実験動物モデル（スンクス）を確立し、SE
の嘔吐活性と嘔吐誘導機序を明らかにして
きた 
２．研究の目的 

本研究ではスーパー抗原活性を完全欠損
した double mutant SE（dmSE）及び dmTSST-1
を作製すると同時に，SE または TSST-1 遺伝
子欠損ブドウ球菌を構築し、黄色ブドウ球菌
の持続感染、特に菌の定着、宿主細胞との相
互作用におけるこれらの毒素の関与とその
分子機序を明らかにする。また、スンクス嘔
吐モデルを用い、SE分子上の催吐および下痢
活性部位と嘔吐・下痢誘導分子機序を明らか
にする。 
３．研究の方法 

(1) SEA及び TSST-1 変異タンパク質の作製：
site-directed mutation 法により，SEA
及び TSST 分子上の T 細胞レセプターと
MHC II と結合部位を同時に変異させ、ス
ーパー抗原活性欠損変異タンパク質を作
製した。 

(2) TSST-1及び SEC 遺伝子欠損菌株の作製：
シャットルカセットベクターを設計・構
築し、スーパー抗原毒素遺伝子をそれぞ
れノックアウトした isogenic mutant 株
を作製した。 

(3) SEA の嘔吐・下痢誘導活性の検討： SEA
をスンクスに腹腔内投与し、嘔吐開始時
間と嘔吐回数により嘔吐活性を評価し
た。また、スンクスの腸管結紮ループ実
験モデルを確立し、スンクスおよびウサ
ギ腸管結紮ループを用いて下痢誘導活性
を評価した。 

(4) SEAに対する細胞レセプターの検索：スン
クスの腸管ホモジネートを用いて SEA と
結合するタンパク質をプルダウン法によ
り単離した。 

(5) オートファジーの評価：上皮細胞 HeLa229
株を TSST-1で処理し、オートファジーマ
ーカー (LC3)、リソソームマーカー
(LAMP2, LysoTracker)の分布と発現量に
ついて共焦点レーザー顕微鏡を用いて解
析した。並行して、LC3-II についてはウ
エスタンブロット法を用いて定量した。 

(6) Recombinant ClfA のワクチン評価：
Clumping factor A (ClfA)遺伝子を発現
ベクターpGEX-6p-1にクローニングし、組
換えベクターを大腸菌導入により GST 
fusion protein system により ClfAタン
パク発現系を構築し、組換えタンパク質
を得た。Recombinant ClfA を正常及び

IL-17A ノックアウトマウスに免疫し、３
回免疫に黄色ブドウ球菌を感染させ、生
存率、臓器中菌数、サイトカイン応答を
評価した。 

４．研究成果 
1． SECおよび TSST-1遺伝子ノックアウト株

の病原性の比較検討：それぞれの遺伝子
ノックアウト菌株をマウスに全身感染さ
せたところ、TSST-1遺伝子ノックアウト
株は野生株より病原性が顕著に低下する
ことが明らかとなった。感染マウスの臓
器中生菌数を両株で比較したが、肝臓・
脾臓・腎臓における生菌数に有意差は認
められず、臓器レベルの菌の増殖により
ビルレンスの差が生じているわけではな
いことが示唆された。同様に、上皮細胞
に対する菌の付着能・侵入能にも両株で
差異は認められなかった。 

2． SEAの嘔吐・下痢誘導活性の検討： 変異

SEA および SEA をスンクスに腹腔内投与

し、嘔吐誘導活性とスーパー抗原活性を

比較検討したところ、SEA の両活性の活

性部位が完全一致していなかった。また、

スンクスの腸管結紮ループ実験モデルを

確立し、スンクスおよびウサギ腸管結紮

ループを用いて SEA, SEC, TSST-1の下痢

誘導活性を検討した。SEA および SEC は

嘔吐活性を有するが、いずれの毒素も下

痢誘導活性を示さないことが明らかとな

った。 

3． SEAに対する細胞レセプターの検索：SEA
と結合するスンクス腸管タンパク質を単
離しアミノ酸末端配列を解析し、いくつ
かの候補タンパク質情報が得られた。 

4． 上皮細胞を用いて黄色ブドウ球菌感染に
よるオートファジーの誘導について検討
したところ、野生株に比べ TSST-1 遺伝
子ノックアウト株感染でオートファゴソ
ームの形成が高かった。同様に TSST-1

自体がオートファゴソーム形成を抑制し
た。この結果は、TSST-1 がオートファ
ジーの制御に働いている可能性を示唆し
ている。 

5． Recombinant ClfA のワクチン効果の証
明： GST fusion protein system により
ClfAタンパク発現系を構築した。精製し
た ClfAをマウスに免疫すると、黄色ブド
ウ球菌感染に対し防御効果を示した。
IL-17A ノックアウトマウスでは免疫に
よる感染抵抗性は見られず、この感染抵
抗性は IL-17に依存していることが示唆
された。 
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