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研究成果の概要（和文）： 
ブドウ球菌食中毒の原因毒素であるブドウ球菌エンテロトキシン群の免疫学的検出法の高感度

化に成功し、食品中の総毒素量の定量を可能とした。本法を用いて種々の菌株の毒素産生性を

解析し、特定の毒素群の産生が通常の培養温度である 37°C に比してより室温に近い温度条件

である 25°C で増強される現象を見いだした。これらの成果は、ブドウ球菌食中毒制御に重要

な知見となる。さらに、これまで未知であったブドウ球菌エンテロトキシン A型（SEA）の標的

細胞が、消化管粘膜下組織の肥満細胞であることを解明した。SEA は消化管内腔から速やかに

粘膜下組織に移行し、肥満細胞に結合する。SEA が結合した肥満細胞は脱顆粒により細胞内の

セロトニンを放出することにより嘔吐を引き起こすことが推測された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, we developed sensitive immunological detection method (chemi-luminescence sandwich 
ELISA) of staphylococcal enterotoxins (SEs) and staphylococcal enterotoxin-like toxins (SEls). Using 
sandwich ELISA, we examined production of SEs/SEls in several Staphylococcus aureus strains and 
found that production level of certain SEs/SEls group (SEG, SEI, SElM, SElM and SElO) enhanced in 
culture condition with low temperature (25°C) than conventional culture condition (37°C). This 
phenomenon may be important to understand the role of these SEs/SEls in food poisoning. We also 
investigated the behavior of SEA in the gastrointestinal (GI) tract in vivo using the house musk shrew 
(Suncus murinus). Immunofluorescence of GI sections showed that perorally administered SEA 
translocated from the lumen to the interior tissues of the GI tract and rapidly accumulated in certain 
submucosa cells. These SEA-binding cells in the submucosa were both tryptase- and Fc�RI�-positive, 
suggesting these SEA-binding cells were mast cells. SEA binding induced degranulation and release of 
5-HT from submucosal mast cells. These observations suggest that the target cells of SEA are 
submucosal mast cells in the GI tract and that 5-HT released from submucosal mast cells plays an 
important role in SEA-induced emesis. 
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1. 研究開始当初の背景 

 黄色ブドウ球菌は健康ヒトの約 30-40%に

保菌されている、人類にとって最も身近な病

原体である。本菌は種々の毒素を産生し、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

いることから、精力的な研究が国内外で進め

られている。申請者は、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 21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。 

 また、黄色ブドウ球菌が食中毒を引き起こ

すこと、さらにブドウ球菌食中毒は黄色ブド

ウ球菌の感染によるものではなく、食品中で

産生された SEsを摂取することにより発症す

る毒素性疾患であることは 1930 年代に明ら

かにされたが、その後 80 年が経過した現在

でも、SEs が如何にして嘔吐を引き起こすか

は、不明のままである。SEs の嘔吐発現メカ

ニズムの解明は、ブドウ球菌食中毒の症状発

現機構の理解と治療法の開発につながると

共に、新型 SEls の嘔吐活性の有無を推定す

る上でも重要な知見となると考えられる。 
 

 
２．研究の目的 
本研究は、新型 SEs および SEls の食中毒へ

の関与を解明し、新しいブドウ球菌食中毒の

パラダイムを確立すること、および SEs に

よる嘔吐活性の発現機構を分子レベルで解

明することを目的とする。これまでの研究で、

申請者は SEs/SEls は極めて多様性の高い毒

素群であること、ま た多くの食中毒事例由

来株が複数の SEs/SEls 遺伝子を保有してい

ることを明らかにしてきた。さらに申請者ら

は多くの SEls が霊長類に対して嘔吐活性

を示すことを明らかにしている。本研究では、

食品中の SEls を高感度に定量するための

免 疫 学 的 検 出 法 を 開 発 し 、 食 品 中 の 

SEs/SEls 量を正確に定量する手法を開発す

る。さらに、SEs による嘔吐発現のメカニズ

ムを  in vivo の系で解析する。新型 

SEs/SEls の食中毒原性の解明と危害評価、

および SEs の作用機序の分子レベルでの理

解は、ブドウ球菌食中毒の防除と制御を進め

ていく上で極めて有用である。 

 

 
３．研究の方法 
 

(1) ブドウ球菌エンテロトキシンおよびエ

ンテロトキシン様毒素の免疫学的高感度定

量法の開発 

 精製した新型 SEs（SEG, SEH, SEI, SER, SES

および SET）および SEls(SElJ, SElK, SElL, 

SElM, SElN, SElO, SElP および SElQ)をウサ

ギに免疫し、それぞれの毒素に対する抗血清

を得た。さらにこれらの抗血清から、Protein 

G をリガンドとするアフィニティクロマトグ

ラフィーにより IgG 画分を、あるいはそれぞ

れの SEs/SEls をリガンドとするアフィニテ

ィクロマトグラフィーにより monospecific 

polyclonal 抗体を精製した。これらの抗体

に HPO を結合させ、標識抗体を作製した。こ

れらの精製抗体と標識抗体を組み合わせ、発

光 基 質 を 用 い る こ と に よ り 高 感 度 な

sandwich ELISA を確立した。この検出法を用

い、食中毒由来株の in vitro および in food

での毒素産生総量を解析した。 

 

 



(2) ブドウ球菌エンテロトキシン A (SEA)の

嘔吐発現機構の解析 

 経口的に摂取された SEAの消化管内におけ

る動態を解明することを目的として、嘔吐モ

デル実験動物であるスンクス (Suncus 

murinus)を用い、in vivo における SEA の動

態および標的細胞について検討した。スンク

スに精製SEAを100 µg/animalで胃内投与し、

投与後 15 分、30 分、60 分および 90 分にお

いて消化管を摘出し、抗 SEA 抗体を用いた免

疫染色に供した。また、SEA 標的的細胞の同

定は、抗 SEA 抗体と種々の肥満細胞特異的マ

ーカーに対する抗体による二重染色により

行った。 

 

 

４．研究成果 

 

(1) ブドウ球菌エンテロトキシンおよびエ

ンテロトキシン様毒素の免疫学的高感度定

量法の開発 

 SEsおよびSElsの ELISAによる検出法の高

感度化を図るため、化学発光による検出系の

導入を試みた。その結果、対象とする

SEs/SEls の型によるが、SuperSignal Ⓡ 

ELISA Femto Maximum Sensitivity Substrate

（Pierce）を基質として用い、マイクロプレ

ートリーダー（wallac 1420 ARVO MX/Light、

Perkin Elmer）で発光を測定することにより、 

検出感度 0.1ng/ml-1.0ng/ml で 毒素の検

出・定量が可能となった。 

 本法を用い、種々の SEs/SEls 遺伝子を保

有する黄色ブドウ球菌の培養上清中の毒素

量を定量が可能であった。ほとんどの毒素は、

培養上清中に 100 ng/ml 以上産生されていた

が、ゲノミックアイランドνSaβ上に

enterotoxin gene cluster (egc)を形成して

タンデムに遺伝子が存在する SEG, SEI, SElM, 

SElN, SElOの産生量は他の毒素に比してその

産生量が少なく、10 ng/ml以下であった。egc-

関連 SEs/SEls のみを保有する食中毒事例株

が存在することから、egc-関連 SEs/SEls の

産生動態の解析を試みた。egc を保有する菌

株を 25°C で培養したところ、37°C に比し

て毒素産生量の増加がみられた（図 1）。 

 

 

 

 

 室温に近い培養条件で、特定の毒素群の産

生量が増加するという結果は、これらの

SEs/SEls の食中毒への関与を推定する上で

重要と考えられる。さらに、にぎりめしに実

験的に黄色ブドウ球菌を接種し、25°C 培養

で SEs/SEls 産生量を評価したところ、egc-
関連 SEs/SEls はにぎりめし中でも有意な量

の毒素が産生されることが明らかになり（図

2）、食品中でも室温に近い状態でこれらの毒

素が産生され得ることが証明できた。今後、

低温による egc-関連 SEs/SEls の産生増強が

どのような機構で制御されているかを明ら

かにしていく必要がある。 

 

 

 

 (2) ブドウ球菌エンテロトキシン A (SEA)

の嘔吐発現機構の解析 

 スンクスに SEA を 100 µg/animal で胃内投

与し, 投与後 15 分, 30 分, 60 分および 90

分においてそれぞれ 4頭のスンクスから消化

管を摘出し免疫染色に供した。抗 SEA 抗体を

用いて消化管における SEAの挙動を観察した

ところ, 全ての個体で投与後 15分から 90分

の胃および小腸上皮あるいは粘膜固有層に

SEA 陽性を示す細胞はほとんど認められなか

った。しかし、投与後 30 分の粘膜下組織に

おいて少数の SEA 陽性細胞が認められ、さら

に 60 分、90 分と時間の経過と共に胃および

小腸の粘膜下組織に多数の SEA陽性細胞が観



察された（図 3）。これらの結果より、in vivo
において消化管内腔に到達した SEA 

 

 

 

は短時間で粘膜下組織に存在する細胞へと

集積することが明らかとなった。次いで粘膜

下組織で SEAと結合している細胞の同定を試

みた。胃および十二指腸において抗 SEA抗体、 

肥満細胞マーカーである抗 Tryptase 抗体お

よび抗 IgE 受容体 (FceRI・ a サブユニット

抗体を用い二重染色を行ったところ, 投与

後 30-90 分の個体の粘膜下組織において SEA

が結合している細胞は Tryptase 陽性かつ

FceRIa 陽性の肥満細胞であることが示され

た。図 4 に抗 SEA 抗体と抗 Tryptase 抗体に

よる二重染色を示す。従来の研究により、SEA 

の嘔吐発現には、腸管組織内のセロトニンが

大きな役割を担っていることが推測されて

いる。抗セロトニン抗体と抗 SEA 抗体の二重

染色により、SEA の標的細胞である粘膜下組

織肥満細胞はセロトニン陽性であることが

明らかになった。さらに、SEA 投与により、

経時的に粘膜下組織肥満細胞の顆粒が有意

に減少することから、SEA は消化管粘膜下組

織の肥満細胞を標的とし、脱顆粒を誘導、セ

ロトニンを放出させることにより嘔吐を引

き起こしていることが推測された。 
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