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研究成果の概要（和文）：本研究では、黄色ブドウ球菌由来表皮剥脱毒素 B（ETB）の基質特

異性を決定する上で重要となる、毒素分子上のアミノ酸配列の決定を試みた。その結果、同配

列が ETB 分子上の第 65-232 アミノ酸間に存在することが示唆された。またイヌ膿皮症の起因

菌である S. pseudintermedius が産生する 2 種の ET が、イヌの表皮細胞間接着蛋白であるデ

スモグレイン 1 を特異的に消化する蛋白であることを初めて証明した。 

 
研究成果の概要（英文）：In this project, we revealed that amino acid motifs critical for 

substrate specificity of Staphylococcus aureus exfoliative toxin B (ETB) may be located 

between amino acid residues of 65-232. This project also revealed that two S. 
pseudintermedius ETs selectively digest canine desmoglein 1, a cell-cell adhesion molecule 

in canine epidermis. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) 膿痂疹はヒトやイヌに発症する代表的

な皮膚細菌感染症であり、ブドウ球菌が産生

する表皮剥脱毒素（ET）により皮膚に限局し

た水疱、膿疱およびびらんを認める。ヒトで

は膿痂疹の病因となる黄色ブドウ球菌が新

生児に感染すると、全身に重度の表皮剥脱を

認めてブドウ球菌性熱傷様皮膚症候群

（SSSS）と呼ばれる病型を示す。またブタの

代表的な皮膚感染症であるブタ滲出性表皮

炎では、Staphylococcus hyicus が産生する

ET により全身に重度の表皮剥脱を認める。 

ヒト SSSS およびブタ滲出性表皮炎では、抗

生物質による適切な治療が施されないと致

死的な経過をたどることも少なくない。しか
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し近年では、ヒト SSSS ならびにブタ滲出性

表皮炎の患者から、多剤耐性株のブドウ球菌

が分離されたことが報告されつつあった。こ

のことからヒト SSSS およびブタ滲出性表皮

炎では、抗生物質の代替となる新規治療薬の

開発が急務であると考えられた。 

 

(2) 研究代表者らは過去の研究において、ヒ

ト SSSSの病因となる３種の S.aureus由来 ET

（ETA, ETB, ETD）が、表皮細胞間接着に重

要となるデスモグレイン 1（Dsg1）を特異的

に切断するユニークなセリンプロテアーゼ

であることを証明した。またブタ滲出性表皮

炎の病因となる４種の S. hyicus 由来 ET 

(ExhA, ExhB, ExhC, ExhD）が、ブタ Dsg1の

切断能を有することを初めて証明した。さら

に表皮剥脱毒素ファミリーが、原則として分

離菌の宿主に由来する Dsg1 を特異的に切断

することを示した。 

これらの事実から、筆者らは ET 分子上に、

ET の基質特異性を決定する上で重要となる

アミノ酸モチーフが存在すると考えた。そし

てこのモチーフを阻害する毒素中和抗体を

作成することで、抗生物質の代替となる皮膚

感染症の新規治療薬を開発することを着想

するに至った。 

 

２． 研究の目的 

(1) S. aureus ETと S. hyicus Exhとの間で、

アミノ酸残基を置換したキメラ毒素を作製

し、ヒト Dsg1の切断活性に重要となる ET分

子上のアミノ酸配列の決定を試みた。 

(2) イヌ膿皮症の病因となる 2 種の S.pseud 

intermedius 由来 ET が、イヌ Dsg1 の切断活

性を有する蛋白かを解析したと共に、イヌ皮

膚に膿皮症と同様の臨床病型を再現しうる

かを解析した。 

 
３．研究の方法 

(1) S. aureus ETB と S. hyicus ExhBとの間
で、アミノ酸残基を置換したキメラ毒素を作
製した。そして同毒素が、ヒト Dsg1を切断
しうるか解析することで、ヒト Dsg1の切断
活性に重要となる ETA分子上のアミノ酸配列
の決定を試みた。 
(2) イヌ膿皮症の起因菌となる S. 
Pseudintermedius が産生する 2種の ET につ
いて組換え蛋白を作製した。そして同蛋白が、
イヌ Dsg1の切断活性を有するか解析すると
共に、イヌに膿皮症と同様の臨床病型を再現
しうるかを解析した。 

 
４．研究成果 
(1) S. aureus ETB の基質特異性に重要とな
る毒素分子上のアミノ酸配列の同定 

S. aureus ETB 分子上の第 65-232 アミノ
酸を、S. hyicus ExhBの相同配列に置換した
キメラ毒素を大腸菌の発現系により作成し
た（図 1Ａ）。ウェスタンブロット法により、
大腸菌の破砕物中にキメラ毒素が発現して
いることが確認された（図 1B）。 

続いてキメラ毒素、ETB, ExhB を、バキュ
ロウイルス発現系で作成した組換えヒト
Dsg1および組換えブタ Dsg1 と in vitroで反
応させ、反応物中における組換え Dsg1 の分
子量の変化をウェスタンブロット法により
確認した（図 1C）。その結果、キメラ毒素は
ヒト Dsg1を消化しなかったが、ブタ Dsg1 は
消化した。一方で既報告通り、ETBはヒト Dsg1
およびブタ Dsg1の両方を、ExhBはブタ Dsg1
のみを消化した。 

さらに ETB 分子上の第 65-232 アミノ酸間
の部分配列を、ExhB 分子上の相同配列に置換
した複数のキメラ毒素の作成を試みたが、い
ずれも大腸菌の可溶性分画中に発現が認め
られなかった。 

以上の結果より、ETB によるヒト Dsg1 の
消化に必要なモチーフは、ETB 分子上の第
65-232 アミノ酸間に存在することが示唆さ
れた。ETB 分子の結晶構造解析に関する海外
学術雑誌での既報告によると、ET の基質特異
性は分子上の N末端および C末端に存在する
α-ヘリックス構造により決定される可能性
が示唆されていた。しかし本研究の成果は、
この仮説を覆すものであった。一方で本研究
では ETBの基質特異性を決定するための詳細
なアミノ酸モチーフを同定するには至らず、
そのため同モチーフを標的とした毒素中和
抗体を作成するには至らなかった。今後は毒
素分子上のモチーフを再現した組換えペプ
チドを複数作成し、同ペプチドを用いた阻害
実験による詳細なモチーフの決定が重要で
あると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
図１．ETB-ExhBキメラ毒素の作成。(A)キメラ毒素

の模式図。(B) ウェスタンブロット方により、大腸

菌の可溶性分画中にキメラ毒素が確認される。(C)

キメラ毒素によるヒトおよびブタ Dsg1 の切断実験。

ヒト Dsg1 の分子量は、キメラ毒素(A)および ExhB

の存在下では変化しないが、ETBの存在下では Dsg1

が消失している。ブタ Dsg1 は、キメラ毒素、ETB

または ExhBのいずれかが存在すると消失する。 

 
(2) イ ヌ 膿 皮 症 の 起 因 菌 で あ る S. 
pseudintermedius が産生する ET の標的蛋白
の解明 
イ ヌ 膿 皮 症 の 起 因 菌 で あ る S. 

pseudintermedius が保有する 2 種の ET 遺伝
子（expa, expb）を PCR法で単離し、大腸菌
の発現系を用いてそれぞれの組換え毒素
（ExpA, ExpB）を作成した。組換え毒素を健
常イヌの皮膚に投与したところ、いずれの毒
素を投与した部位でも肉眼的に表皮剥脱が
認められ、また病理組織学的に表皮顆粒層に
おける角化細胞の離解が認められた（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２．ExpAおよび ExpBを投与した犬の皮膚におけ

る肉眼および病理組織学的所見。いずれの毒素を投

与した皮膚でも、肉眼的に表皮剥脱が認められ（上

段）、また病理組織学的に表皮顆粒層における角化

細胞の離解が認められる。 

 

続いて ExpA および ExpB を投与したイヌの
皮膚において、Dsg1 および Dsg3 の発現に影
響が及んでいるかを蛍光抗体法により確認
した。その結果いずれかの毒素を投与したイ
ヌの皮膚では、Dsg1 の染色性が消失したのに
対し、Dsg3の染色性には影響は認められなか
った（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３．ExpAおよび ExpBを投与した犬の皮膚におけ

る Dsg1および Dsg3の発現解析。いずれの毒素を投

与した皮膚でも、Dsg1 の染色性が消失しているの

に対し、Dsg3の染色性には変化が認められない。 

 
さらに ExpAおよび ExpBがイヌ Dsg1を直接

消化するかを解析するため、バキュロウイル
ス発現系で作成した組換えイヌ Dsg1(cDsg1)
および Dsg3(cDsg3)と、各毒素とを in vitro
で反応させ、組換えイヌ Dsg の分子量の変化
をウェスタンブロット法で確認した。その結
果、cDsg1 の分子量は ExpA または ExpB の存
在下で低下したのに対し、cDsg3 の分子量は
いずれの毒素の存在下でも変化しなかった
（図 4）。またいずれの毒素も、組換えヒト
Dsg1の分子量は変化させなかった（未掲載）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４．ExpAおよび ExpBによる組換えイヌ Dsg(cDsg)

の消化。cDsg1（矢頭）の分子量が ExpAおよび ExpB

の存在下で低下している（矢印）。一方で cDsg3 の

分子量は毒素の存在下で変化しない。 

 
以上の結果は、これまで未知であったイヌ

膿皮症の病態を初めて証明するものである
とともに、S. pseudintermedius の宿主特異
性を決定する要因の一つとなる可能性が示
唆された。同様の報告は国内外においても存
在しなかったことから、本研究の成果は臨床
獣医学分野に対して新しい知見を与えるも
のであるとともに、同菌種の公衆衛生学的意
義にも示唆を与えるものであった。今後は S. 
pseudintermedius が ExpA および ExpB 以外
にも未知の ET 遺伝子を保有するかを解析す
ると共に、Exp を蛋白レベルで検出するため
のアッセイ系の確率が必要であると考えら
れた。さらに cDsg1 の切断に重要となる Exp
分子上のアミノ酸モチーフを同定すること
で、イヌ皮膚感染症の新規治療法および予防
法が確立されることが期待された。 
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