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研究成果の概要（和文）：植物抽出物とその含有ポリフェノール類136試料の毒素活性および産生抑制効果を検討した
。その結果、136試料中26試料がブドウ球菌エンテロトキシンA (SEA) と結合親和性を有した。また、重合度の高いリ
ンゴ由来プロアントシアニジン (AP) はSEAと結合し、低いAPは結合せずに毒素活性を阻害した。カテキン類では、ガ
ロイル基3位の水酸基がSEAとの結合親和性に関与していた。しかし、ガロイル基4位の水酸基をメチル化したカテキン
においても毒素産生および活性抑制効果が認められたことから、SEAとの結合がこれら阻害活性に必ずしも関連してい
るわけではないことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The aims of the present study are first to investigate the binding activities of p
lant extracts and its components (n=136) to staphylococcal enterotoxin A (SEA), and second to examine the 
inhibitory effects of these extracts and components on the production and toxic activity of SEA. As a resu
lt, 26 samples inhibited the binding affinity of the anti-SEA antibody to SEA. Although highly polymerized
 proanthocyanidins in apple extract was bound with SEA directly, lowly polymerized proanthocyanidins inhib
ited the toxic activity without binding with SEA. Hydroxyl group at position 3 of galloyl group in catechi
n structure was responsible for binding affinity with the SEA. However methylated-catechins (methyl group 
at position 3 or 4 of galloyl group) showed inhibitory effect on production and toxic activity of SEA. It 
was suggested that these inhibitory effects were not necessarily related to the binding affinity of SEA.

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
我が国の衛生環境は近年改善されている
が、黄色ブドウ球菌や腸管出血性大腸菌
O-157、O-111等による食中毒事故が未だに多
発し、問題となっている。黄色ブドウ球菌の
汚染防止策として抗菌剤の利用が報告され
ているが、抗菌剤はその濫用により、生態系
に大きな影響を及ぼす危険性があり、さらに
有益菌である表皮ブドウ球菌等までも殺菌
してしまうという問題点がある。したがって、
殺菌作用を示さず食中毒菌の毒素の活性の
みを阻害する方法が求められている。ブドウ
球菌による食中毒は、菌の増殖に伴って産生
されるエンテロトキシン (SEs) によって発
症する。SEsは、現在 SEAから SElXまで 23
種類が報告されているが、食中毒起因菌の 8
割以上が SEAによるものであり、ブドウ球菌
による食中毒防止の観点から、SEAの産生を
抑制または SEA の活性を阻害する素材の開
発が望まれている。食中毒菌毒素の活性阻害
物質として、茶葉中のカテキン類がコレラ毒
素  (Shimamura et al., 2007)、炭疽菌毒素 
(Taylor et al., 2005)、志賀毒素およびベロ毒素 
(Taguri et al., 2006)、ボツリヌス毒素 (Vuong 
et al., 2000)、ブドウ球菌エンテロトキシン B 
(Morinaga et al., 2005) 等を阻害することがこ
れまでに報告されている。また、ホップ由来
のポリフェノールがピロリ菌の毒素を無毒
化すること (Rutherford et al., 2012)、リンゴ由
来のポリフェノールが SEA の活性を抑制す
ること (Rasooly et al., 2010) 等が報告されて
いる。しかし、SEAに関して、リンゴ以外の
ポリフェノールやその他の植物食品につい
て、網羅的に毒素活性阻害成分をスクリーニ
ングした報告はない。さらにブドウ球菌の毒
素の産生抑制物質についてもこれまでに報
告されていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、植物食品を用いた食中毒の制
御法を開発することを目的とし、黄色ブドウ
球菌の毒素産生抑制および毒素活性阻害成
分を植物食品から探索し、その活性物質の分
離・同定を行った。また、それらの植物食品
から分離・同定された活性物質に関して、SEA
分子との相互作用を検討し、抗原サイトのコ
ンフォメーションを変化させているのか、ま
た直接抗体の結合部位をブロックしている
のかなど、その作用機序についても明らかに
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 試料の抽出および抗菌活性の測定 
 植物食品 84 試料 (野菜 n=67、茶など飲料
n=14) の熱水またはエタノール抽出物は、
各々終濃度 12.5 mg/mL、1.25 mg/mLを添加上
限値として試験に供した。36種の植物由来の
ポリフェノールの内、茶や果実に含まれてい
るポリフェノール類 (n=23) は、長崎大学大
学院医歯薬学総合研究科の田中隆教授より、

リンゴ由来重合度別プロアントシアニジン
画分 (n=6) は、東京薬科大学薬学部の柳田顕
郎准教授より、テアフラビンおよびその誘導
体 (n=4) は、本学食品栄養科学部食品生命科
学科の中山勉教授より、メチル化カテキン 
(n=2) およびノビレチンは、本学薬学部薬学
科医薬品製造化学分野の菅敏幸教授より、ポ
リフェノール系既存食品添加物 (n=16) は、
三栄源エフ・エフ・アイ株式会社より供与を
受けた。ポリフェノール類は、終濃度 0.5 
mg/mL、ポリフェノール系既存食品添加物は、
終濃度 5.0 mg/mLを添加上限値として、抗菌
活性のない濃度以下で全ての試験に供した。 
 
(2) 菌および毒素と相互作用する物質の探索 

Staphylococcus aureus C-29株 (SEA+) の培
養液 (103~104 CFU/mL) 180 µLに (1) で調製
した試料 (抗菌活性のない最高濃度) 20 µL
を加え、37 °Cで 24時間インキュベートした。
培養液中の毒素 (staphylococcal enterotoxin A; 
SEA) 産生量を Western blot 法を用いて定量
した。 
 
(3) 毒素と相互作用する物質の探索  

SEAと試料を直接反応させ、相互作用する
物質を探索した。SEA希釈液 (5.0 µg/mL) 180 
µL に (1) で調製した試料 (抗菌活性のない
最高濃度) を加え、37 °Cで 24時間インキュ
ベートした後、反応液中の SEA量をWestern 
blot法を用いて定量した。SEAのバンドの消
失が認められた試料を SEA と直接結合して
いる可能性があると判断した。 
 
(4) ポリフェノール類と毒素の結合親和性 

(3) のWestern blot解析により、SEAのバン
ド強度が減弱した試料は、SEAの抗体サイト
と結合している、抗体サイトのコンフォメー
ションを変化させている、または抗原抗体反
応を阻害している等、いくつかの作用が考え
られる。そこで、HPLC 分析を用いて、各試
料の SEA との反応前後におけるピーク面積
の変化を調べ、各試料が SEAと結合親和性を
有するか検討した。SEAと直接結合している
可能性があると判断したアントシアニン類
およびカテキン類を  (3) と同様の方法で
SEAと反応させた後、アントシアニン類およ
びカテキン類を HPLCで定量した。未処理の
試料と比較して、アントシアニン類およびカ
テキン類のピーク面積の減少が認められた
試料を SEAと直接結合していると判断した。
アントシアニン類は 525 nm、カテキン類は
280 nmで解析を行った。 
 
(5) 毒素活性阻害能の検討 

C57BL/6J male miceから調製した脾臓細胞
希釈液に SEA および各試料を加え、
MultiTox-Glo Multiplex Cytotoxicity Assay 
(Promega) を用いて毒素活性阻害能を評価し
た。+SEA controlとして試料の代わりに細胞
希釈液を、－SEA controlとして SEAの代わ 



りに細胞希釈液を用いた。 
 
(6) 毒素遺伝子発現量の測定 

S. aureus C-29 株  (SEA+) の 培 養 液 
(103~104 CFU/mL) 180 µLに (1) で調製した
試料 (抗菌活性のない最高濃度) 20 µL を加
え、37 °Cで 3時間 (lag phase) または 6.5時
間 (early stationary) 培養し、菌体 RNA の抽
出を行った。RNA 抽出は RiboPure-Bacteria 
(Ambion) を用い、PrimeScript RT regent Kit 
(Takara Bio.) を用いて cDNA を合成し、
SYBR® Premix Ex Taq™ II (Takara Bio.) を用
いてリアルタイム RT-PCRで解析した。 
 
(7) 統計解析 
データは control と各サンプル添加群の平
均値および標準偏差を算出し、両群間で等分
散性の検定 (F 検定) を行い、等分散の場合
は Student の t 検定、不等分散の場合は
Aspin-Welch の検定により統計学的有意差検
定を行った。なお、有意水準は 5%とし、両
側検定で行った。 
 
４．研究成果 
(1) 試料の抽出および抗菌活性の測定 
植物食品、ポリフェノール類およびポリフ
ェノール系食品添加物の抗菌活性を調べた 
(抗菌活性を示さない濃度の決定)。その結果、
ポリフェノール含量が多いまたはカテキン
類を多く含む食品添加物は、高濃度では抗菌
活性が認められた。各試料は、細菌の生育抑
制とタンパク質の結合作用との関連性につ
いても考慮して、求めた抗菌活性を示さない
濃度で全ての試験に供した。 
 
(2) 菌および毒素と相互作用する物質の探索
(一次スクリーニング) 
抗菌活性を示さない濃度で試料を添加し
た培地中で黄色ブドウ球菌を培養し、その毒
素タンパク質である SEAをWestern blotで定
量した。その結果、植物食品およびポリフェ
ノール類では、25/120試料、ポリフェノール
系食品添加物では、9/16試料において SEAタ
ンパク質のバンド強度が減弱し、高濃度では
バンドの消失が認められた。これら 34 試料
は、毒素産生を抑制している可能性または産
生された毒素と相互作用を起こし、毒素活性
を阻害する可能性が示唆された。 
 
(3) 毒素と相互作用する物質の探索 (二次ス
クリーニング)  
一次スクリーニングで活性が認められた
試料について、SEAタンパク質と試料を直接
反応させ、SEA分子と試料の結合親和性につ
いて、Western blot解析によって調べた。その
結果、植物食品およびポリフェノール類では、
22/25 試料、ポリフェノール系食品添加物で
は、4/9試料で SEAのバンド強度の減弱が認
められた (図 1)。 
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図 1: SEA分子と試料の結合親和性 
(A) タンニン類，(B) テアフラビン類，(C) リンゴプロ
アントシアニジン類 (2～6量体以上)，(D) カテキン類．
TGE; theaflavin-rich green tea extracts. Teavigo は
EGCGを主成分とする食品添加物．* p<0.05 vs Control 



(4) 試料と毒素の結合親和性の検討 
試料として、SEAのバンド強度の減弱が認
められたリンゴ重合度由来プロアントシア
ニジン画分 (単量体～六量体以上) およびカ
テキン類 (EGCG およびそのメチル化体) を
用いた。その結果、リンゴ重合度由来プロア
ントシアニジン画分においては五量体以上
の画分で、カテキン類では EGCG および
EGCG4”MeでHPLCのピーク面積の減少が認
められた。これらの結果より、二次スクリー
ニングにおいて SEA のバンド強度の減弱が
認められた試料は、SEAと結合していること
が確認された。 
 
(5) 毒素活性阻害能の検討 
二次スクリーニングにより SEA 分子と結
合親和性を有し、相互作用を起こしている可
能性が示唆されたタンニン類 10 試料、リン
ゴプロアントシアニジン 4 試料 (三量体～六
量体以上の画分)、カテキン類 3試料、テアフ
ラビン類 6試料 (テアフラビン類 38%高含有
茶を含む) についてマウス脾臓細胞を用いた
毒素活性阻害能の試験を行った結果、全ての
試料において毒素活性阻害能が認められた 
(図 2)。また、リンゴ由来プロアントシアニジ
ンでは、三量体の毒素活性阻害能が最も高く、
SEA との結合親和性はプロアントシアニジ
ンの重合度が高いほど強い傾向が認められ
た (図 2 (C)) ことから、毒素活性阻害能と
SEA との結合親和性に関連性がないことが
示唆された。さらに、カテキン類では EGCG、
EGCG3”Me、EGCG4”Meのいずれにおいても
毒素活性を阻害しており (図 2 (D))、プロア
ントシアニジンの結果と同様に、毒素活性阻
害能と SEA との結合親和性に関連性がない
ことが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(6) リアルタイム RT-PCR 法を用いた毒素遺
伝子発現量の測定 
二次スクリーニングにより SEA 分子と結
合親和性を有していなかったポリフェノー
ル含有食品添加物 5試料、リンゴ由来プロア
ントシアニジン 3試料、カテキン類 3試料に
おいて、SEA 遺伝子発現への影響を調べた。
その結果、いずれの試料においても SEA遺伝
子発現の抑制が認められた (図 3)。 
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図 2: 試料の毒素活性阻害能 
(A) タンニン類，(B) テアフラビン類，(C) リンゴプロ
アントシアニジン類 (三～六量体以上)，(D) カテキン
類．TGE; theaflavin-rich green tea extracts. * p<0.05 
vs SEA (+) Control 
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(7) 研究総括 
本研究では、ブドウ球菌食中毒の発生に最
も関与している毒素タンパク質 (SEA) をタ
ーゲットに、SEAと結合するまた相互作用を
示す試料について、植物食品、ポリフェノー
ル系既存食品添加物およびそれらに含まれ
るポリフェノール類から探索を行い、毒素活
性抑制能および毒素産生抑制能について調
べた。さらに、その作用機序の解明を目的と
し、以下の事を明らかにした。 
1. 試料を抗菌活性の示さない濃度で添加し
た培地中で黄色ブドウ球菌を培養し、その
毒素タンパク質である SEAをWestern blot
で定量した。その結果、34/136試料におい
て SEA タンパク質のバンド強度が減弱し、
高濃度ではバンドの消失が認められた 
(一次スクリーニング)。 

2. 一次スクリーニングで活性が認められた
試料について、SEA と試料を直接反応さ
せ、SEA 分子と試料の結合親和性につい
て、Western blot 解析によって調べた (二
次スクリーニング)。その結果、26/34試料
において SEA タンパク質のバンド強度が
減弱し、高濃度ではバンドの消失が認めら
れた。EGCG3”Meでは SEAと結合親和性
を有しておらず、EGCG4”Meでは SEAと
結合親和性を有していたことから、ガロイ
ル基の 3位の水酸基が SEAとの結合に関

与している可能性が示唆された。 
3. 二次スクリーニングにより SEA 分子と結
合親和性を有した試料の毒素活性抑制能
を検討した。その結果、いずれの試料にお
いても毒素活性抑制能が認められた。リン
ゴ由来プロアントシアニジンでは、三量体
の毒素活性阻害能が最も高く、SEA との
結合親和性はプロアントシアニジンの重
合度が高いほど強い傾向が認められたこ
とから、毒素活性阻害能と SEA との結合
親和性に関連性がないことが示唆された。
また、カテキン類では EGCG、EGCG3”Me、
EGCG4”Me のいずれにおいても毒素活性
を阻害しており、プロアントシアニジンの
結果と同様に、毒素活性阻害能と SEA と
の結合親和性に関連性がないことが示唆
された。 

4. 二次スクリーニングにより SEA 分子と結
合親和性を有していなかった 11試料にお
いて、SEA 遺伝子発現への影響を調べた
結果、いずれの試料においても SEA 遺伝
子発現の抑制が認められた。 
本研究の成果より、植物食品、ポリフェノ
ール系既存食品添加物およびそれらに含ま
れるポリフェノール類は、食中毒菌の毒素活
性阻害能または産生抑制能を有することを
明らかにした。本研究の成果および今後のさ
らなる研究により、新たな毒素型食中毒制御
法の開発が期待される。 
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