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研究成果の概要（和文）：日本における Bongkrekin acid（BA）毒素産生菌の分布状況を明ら

かにするために生息調査を行ったところ、日本の農業環境から分離された Burkholderia 
gladioli 数株が BA 毒素産生能を有していることが明らかとなった。抽出した毒素をマウスに

投与したところ、マウスは亜急性に死亡し、胃の膨張が確認された。毒素は胃の運動に何らか

の影響を与えていることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：In order to grasp the habitation of Burkholderia gladioli pathovar 
cocovenenans in Japan, observations were carried out in agricultural environment. A few 
strains isolated from rice plant seeding produced Bongkrekic acid. When ether-extracted 
toxin was adoministrated orally to mice, the mice died subacutely and its stomachs were 
markedly-distended. The toxin may affect gastric motility. 
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１．研究開始当初の背景 
 中国及びインドネシアにおいて致死率が
40％以上の食中毒が発生している。この食中
毒 は Burkholderia gladioli pathovar 
cocovanenans が産生する Bongkrekic acid 
(BA)が原因物質であるとされている。国外に
おいて多くの犠牲者が出ているにも関わら
ず、本菌種や毒素についての解析が進んでい

ないため、BA 毒素の生体への作用や遺伝子
検出法などは解明されていない。 

B. gladioli は 4 種類の病原型に分類されて
おり、その中の 3 種（pathovar gladioli、
alliicola、agaricicola）は植物病原菌であり、
pathovar cocovenenans のみ食中毒病原菌で
ある。病原型を遺伝的に区別する手法が開発
されていないため、分離された B. gladioli が
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BA 毒素産生株であるかを見分けるためには
菌体から BA 毒素を抽出し、分析を行う必要
がある。毒素の抽出や分析には長時間を有す
るため、迅速に判断する手法の開発が求めら
れている。食中毒予防策を確立し、食品衛生
を向上させるためにも本菌種についての情
報を獲得する必要がある。 
過去に報告されていた BA 毒素産生株はす

べて国外分離株であったが、日本農業ジーン
バンク保存のB. gladioliが毒素産生能を有し
ていることが我々の研究により明らかとな
っている。BA 毒素産生株が他にも広く分布
していると考えられ、食中毒の危険性が危惧
されることから、日本国内の分布状況を明ら
かにする必要がある。 

 
 

２．研究の目的 
 本 研 究 に よ り B. gladioli pathovar 
cocovenenans の生態および BA 毒素遺伝子
の詳細を解明することを目指す。 
 
（１）国内の農業フィールドにおける BA 毒
素産生細菌の生息調査を行い、その生態を明
らかにする。 
 
（２）BA 毒素の細胞障害性やマウスへの毒
性作用を明らかにし、その病原性メカニズム
を解明する。 
 
（３）分離された B. gladioli の病原型を確定
するために、これまでは BA 毒素を抽出して
分析を行ってきたが、より迅速に BA 毒素産
生の有無を判別するために毒素遺伝子を同
定する。 
 
 
３．研究の方法 
（１）日本国内における BA 毒素産生株の生
息状況を把握するために、国内の農業環境か
ら分離された B. gladioli を特異的 PCR によ
り確認した。PCR 増幅により同定された菌株
について BA 毒素産生性の解析を行った。培
養上清からジエチルエーテルにより毒素を
抽出し、メタノールに溶解後、HPLC にて検出
を行った。 
 
（２）毒素の生体への作用を調べるために、
ジエチルエーテルにより抽出した BA 毒素を
マウスに経口投与し経過を観察した。死亡し
たマウスは解剖し、臓器への影響を調べた。 
 
（３）細胞への毒性作用を調べるために、BA
毒素産生株の培養上清をフィルターろ過後、
HEK293 細胞に接種し、細胞の生存率を測定し
た。 
 

（４）毒素遺伝子を同定するためにトランス
ポゾンによりランダム変異株を作製した。変
異株からゲノム DNA を抽出し、Inverse PCR
後、塩基配列のシークエンスを行い毒素遺伝
子の同定を行った。 
 
 
４．研究成果 
（１）日本国内の農業フィールドにおける生
息調査 
 日本の各地で分離されたB. gladioliについ
て解析した結果、5 株が BA 毒素産生株であ
った（表 1）。このうち 3 株は稲苗が同じもの
であるため、別の場所で同じ稲苗が使用され
ていれば他にも生息している可能性が考え
られる。日本では過去に B. gladioli pathovar 
cocovenenansによる食中毒の報告はないが、
食中毒原因菌の生息が明らかとなったため
衛生管理の徹底が必要である。 

表 1 BA 毒素産生菌の生息調査における使用菌株 

 種名 菌株番号   分離源 ＢＡ産

日本分離株     

 Burkholderia gladioli  PAGU 26 <-MAFF 302543 イネ苗 ＋ 

 Burkholderia gladioli  PAGU 27 <-MAFF 302544 イネ苗 － 

  Burkholderia gladioli  PAGU 28 <-MAFF 302545 イネ葉鞘 － 

 Burkholderia gladioli  PAGU 29 <-MAFF 302911 イネ苗 － 

 Burkholderia gladioli  PAGU 30 <-MAFF 302914 イネ苗 － 

 Burkholderia gladioli  PAGU 31 <-MAFF 302918 イネ苗 － 

 Burkholderia gladioli  PAGU 32 <-MAFF 302919 イネ苗 － 

 Burkholderia gladioli  PAGU 1076 <-AZ 8229 イネ苗 － 

 Burkholderia gladioli  PAGU 1093 <-AZ 87131 イネ苗 － 

 Burkholderia gladioli  PAGU 1094 <-AZ 87164 イネ苗 － 

 Burkholderia gladioli  PAGU 1095 <-AZ 87175 イネ苗 － 

 Burkholderia gladioli  PAGU 1096 <-AZ 8863 イネ苗 － 

 Burkholderia gladioli  PAGU 1097 <-AZ 8864 イネ苗 － 

 Burkholderia gladioli  PAGU 1098 <-AZ 8865 イネ苗 ＋ 

 Burkholderia gladioli  PAGU 1099 <-AZ 8870 イネ苗 － 

 Burkholderia gladioli  PAGU 1101 <-NARCB 200101 イネ苗 － 

 Burkholderia gladioli  PAGU 1102 <-NARCB 200301 イネ苗 － 

 Burkholderia gladioli  PAGU 1103 <-NARCB 200329 イネ苗 － 

 Burkholderia gladioli  PAGU 1104 <-NARCB 200330 イネ苗 － 

 Burkholderia gladioli  PAGU 1105 <-NARCB 200331 イネ苗 － 

 Burkholderia gladioli  PAGU 1107 <-AZ 87108 イネ苗 ＋ 

 Burkholderia gladioli  PAGU 1108 <-AZ 87109 イネ苗 ＋ 

 Burkholderia gladioli  PAGU 1109 <-AZ 87111 イネ苗 ＋ 

  Burkholderia gladioli  PAGU 1110 <-AZ 93250 イネ － 

 Burkholderia gladioli  PAGU 1100  芝生雑草 － 

 Burkholderia gladioli  PAGU 17 他 4株  小豆 － 

 Burkholderia gladioli  PAGU 21 他 3株  もやし － 

 Burkholderia gladioli  PAGU 24 他 2株  土壌 － 

 Burkholderia gladioli PAGU 1075 他 2 株  グラジオラス － 

 Burkholderia gladioli PAGU 1077 他 13  シンビジウム － 

 Burkholderia gladioli PAGU 1090 他 2 株  玉ネギ － 

 



 
 
（２）生体への毒性作用 
 B. gladioli pathovar cocovenenans の培養
上清からジエチルエーテルにより抽出した
毒素を HPLC 分析により毒素量を測定した。
マウスに経口投与したところ、亜急性にマウ
スを死亡させる結果が得られた。毒素の生体
への影響を調べるために毒素接種後に死亡
したマウスを解剖して臓器を観察すると、毒
素投与マウスはコントロールと比較して明
確に胃の膨張が確認された（図 1）。胃の膨張
率は毒素量の投与量と比例していた。BA 毒
素はミトコンドリアでの ATP 産生を抑制す
る働きが知られているため、胃の運動を抑制
し胃に餌や空気が溜まったと推定される。BA
毒素が生体に及ぼす作用メカニズムを今後
詳細に検討する必要がある。 
 
図 1 BA 毒素投与後の解剖所見 
a) コントロール 
 
 
 
 
 
 

 
 
b) 毒素 200μg 投与マウス 
 
 
 
 
 
 

  
 
 
 
（３）培養細胞への毒性作用 
 B. gladioli には BA 毒素と、黄緑色の毒素
である Toxoflavin を産生する株がある。
Toxoflavin は Burkholderia glumae などの
植物病原菌も産生しており、稲の苗腐敗症や
もみ枯病を引き起こしている。HEK293 細胞
にB. gladioli pathovar cocovenenansの培養
上清を接種して細胞生存性を測定したとこ
ろ、細胞の毒性には Toxoflavin の関与が疑わ
れた。BA 毒素と Toxoflavin は共に菌体が指
数増殖期後の定常期で産生され、産生温度条
件も一致している。Toxoflavin 産生株の上清
を接種した細胞生存率は、BA 毒素産生株の
上清接種細胞よりも低かったため、細胞毒性
には Toxoflavin が強く影響していることが
示唆された。この結果から、Toxoflavin がマ
ウスの致死作用にも影響していると考えら

れるため、BA 毒素と Toxoflavin それぞれの
毒性作用を明らかにする必要がある。 
 
（４）遺伝子の同定 
 細胞毒性試験の結果から、B. gladioli 
pathovar cocovenenans の 毒 性 に は
Toxoflavinが関与していることが疑われたた
め、BA 毒素と Toxoflavin の毒性をそれぞれ
明らかにするために、トランスポゾンを用い
て毒素遺伝子欠損株を作成した。 
トランスポゾンを持つ大腸菌から接合伝

達 に よ り ラ ン ダ ム 変 異 株 を 作 製 し 、
Toxoflavin産生遺伝子破壊株は色素合成能に
よってスクリーニングした。Toxoflavin の産
生性を TLC、HPLC によって確認した。それ
らの候補株を Inverse PCR によって遺伝子
の同定を試みた。現在は BA 毒素産生遺伝子
破壊株を作製している。これらの破壊株をそ
れぞれマウスに投与し、毒性を調べる必要が
ある。さらに同定した遺伝子から PCR 検出
法を開発し、迅速に判断する手法を確立する
ことは食中毒予防策や早急診断において重
要であると考えている。 
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