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研究成果の概要（和文）：本研究は，構築するスーパー抗原活性を欠損させたmutant毒素及び菌株を用い，黄色
ブドウ球菌と宿主細胞との付着・結合性，レセプターとその分子シグナル伝達機序を分子・細胞レベルで解析
し，同時に本菌の生体レベルでの持続感染性および毒素免疫による感染防御効果とその機序を解明した．また，
ブドウ球菌感染に対する次世代ワクチン用抗原を検索し，本菌感染に対する新しい予防法に応用できることを示
唆された．

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed the adhesion and binding between Staphylococcus 
aureus and host cells, the receptor and its molecular signal transduction mechanism at the molecular
 and cellular levels, using mutant toxins and strains lacking the superantigen activity. In 
addition, we elucidated the mechanism of persistent infectivity of S. aureus, and the protective 
effect of the mutant toxin immunization at the organism level. Furthermore, the protective antigen 
for next-generation vaccine against staphylococcal infection have be searched, suggesting that it 
could be applied to a new preventive method against S. aureus infection.

研究分野： 獣医学

キーワード： ブドウ球菌　スーパー抗原　病原機構　ワクチン

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は，ブドウ球菌と宿主細胞との付着・結合性，レセプターと分子シグナル伝達機序を解明し，生体での持
続感染性および毒素免疫による感染防御機序を解析した．また，ブドウ球菌感染に対する次世代ワクチン開発に
応用可能な抗原を検索した．本研究で得られる知見は動物のブドウ球菌感染症のみならず，人のHA-MRSAや
CA-MRSAの感染制御にも貢献するものであると考えられる．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ブドウ球菌感染は牛乳房炎，豚皮膚炎，鶏関節炎および人の病院感染の重大な問題であり，宿

主防御の綻びを縫って宿主に重篤かつ持続的な病態を形成する難治性感染症である。しかし，有
効な予防対策が欠いている。我々の研究グループを含め，新型ブドウ球菌スーパー抗原 (SAg) 
毒素が次々と発見され，これまで SEA～SEY まで報告されている[1,2,5]。我々の研究グループも
新型スーパー抗原毒素 SER，SES，SET, SEY を発見した[3,4]。黄色ブドウ球菌はなぜこのような
多彩なスーパー抗原を産生しなければならないかを考えると，スーパー抗原が黄色ブドウ球菌
の生き残りに必須な分子であることが窺える。黄色ブドウ球菌は極端に高いビルレンスを発揮
するわけではないが，宿主に上手に適応することによって持続感染を引き起こし，宿主の免疫防
御の綻びを縫って宿主に重篤な病態を形成するという賢くて厄介な病原体である。また，抗生物
質の多剤耐性ブドウ球菌(MRSA)が続々と出現され，医療および獣医療現場において大きな問題
となり，有効なワクチンの開発と防御対策が求められている。  
 
２．研究の目的 
ブドウ球菌感染症に対する予防対策としては，本菌の新たな病原機構の究明とそれに基づく

新規ワクチンの開発は重要な課題である。本研究者らは，黄色ブドウ球菌が産生する多彩な病原
因子の中でも，スーパー抗原活性を発揮するエンテロトキシン（SE）ファミリー分子に注目し，
本邦の牛乳房炎由来及び MRSA 臨床分離株の多くが産生する SEC と毒素性ショック症候群毒素
(TSST-1)の無毒変異タンパク質を作製し，これらを免疫原としてマウスに皮下および経鼻粘膜
免疫により黄色ブドウ球菌全身感染を予防できることを明らかにした[4] 。本研究では，臨床分
離株が多く産生するスーパー抗原である SEC および TSST-1 を中心に，SAg の新たな病原機構を
解析し，ブドウ球菌感染と宿主の攻防メカニズムを解明すると共に，次世代ワクチンへの応用を
探る。  
 
３．研究の方法 
(1) 我々は黄色ブドウ球菌が鶏の浮腫性皮膚炎，化膿性関節炎・骨髄炎，趾瘤症，敗血症などの
重要な病原菌であることから，SAg が本菌感染において役割を果たすか否かを検討した。SAg と
鶏細胞株への作用を調べたところ、SAg が細胞空胞化を引き起すことを見いだした。また，SAg
による空胞形成時における細胞の応答を解析した。鶏マクロファージ由来株(HD11) ，鶏肝細胞
由来株(LMH2A)及びマウスマクロファージ由来株(J774A1)に，それぞれ SAg 遺伝子保有菌の培養
上清，加熱後の培養上清，またはリコンビナント SAg を細胞に添加し細胞変化を観察した。細胞
の空胞形成を neutral red uptake 法により定量した。さらに，毒素による HD11 細胞のサイト
カイン産生誘導活性を qPCR 法により測定した。 
 
(2) 次に，ブドウ球菌スーパー抗原毒素 SEA を用い，鶏由来マクロファージに対する影響および
空胞形成機序の解析を行った。また，SEs の鶏に対する病原性と病態形成への関与について in 
vivo で検討した。まずは、SEs および嘔吐活性またはスーパー抗原活性を欠損した SEA の変異体
毒素を，それぞれ鶏由来マクロファージ細胞株 HD11 細胞に添加し，培養 24時間後にいずれの毒
素も細胞内に空胞が形成された。SEs の空胞形成は嘔吐活性およびスーパー抗原活性とは異なる
新規な生物活性であることが示唆された。細胞空胞形成機序を解明するため，免疫蛍光染色によ
って SEA の細胞内での動態および局在を観察した。 
 
(3) 宿主細胞の SEA と結合する分子，細胞内での SEA の動態および関連分子の変化と局在につ
いて検討した。まずはSEAを添加した鶏マクロファージ由来細胞株HD11細胞の増殖能およびSEA
との結合性を検証した。次に，質量分析により SEA と結合するタンパク質を検索・同定した。ま
た，HD11 細胞内における SEA と結合タンパク質の動態を経時的に観察した。また，SEA 添加細胞
では時間の経過とともに細胞質内の PK は細胞核内への移行を調べた．さらに，SEs 病原性につ
いて in vivo で解析した。 
 
(4) 黄色ブドウ球菌は家畜・家禽に感染し多様な感染症を引き起こす重要な病原菌であり，近
年，家畜関連メチシリン耐性黄色ブドウ球菌（LA-MRSA）の蔓延が世界的に問題となっている。
黄色ブドウ球菌が産生するブドウ球菌エンテロトキシンはタンパク毒素であり，嘔吐型食中毒
の原因となる一方，スーパー抗原活性を有し，感染症の発生に関与することを示唆されている。
これまで，我々は嘔吐発生には SEA と腸管粘膜下組織肥満細胞の結合および肥満細胞の脱顆粒
が重要であることを明らかにした。本研究では，嘔吐発現における肥満細胞上の SEA 受容体を同
定することを試みた。まず，受容体の構成成分を精査するために回腸の凍結切片を作製し，酵素，
界面活性剤または有機溶媒で処理することにより，組織細胞の糖鎖分解，タンパク質分解・除去，
脂質除去を行った。その後免疫染色を行い，肥満細胞と SEA との結合性を確認した。一方，ライ
ブラリー作製のため，腸管組織をコラゲナーゼ処理により粘膜下組織の細胞を回収し，粘膜下組
織肥満細胞の分取を行った。この細胞群を FITC 標識抗 IgE receptor 抗体で染色し，セルソータ
ーで細胞を分離した。IgE receptor 陽性細胞を粘膜下組織肥満細胞とし，cDNA ライブラリーの
作製に供した。 
 



 
４．研究成果 
(1) スーパー抗原が本菌感染における役割について鶏由来 HD11 細胞を用いて検討した。その結
果，細菌培養上清，加熱後培養上清およびリコンビナント SAg を添加した鶏由来 HD11 細胞と
LMH2A 細胞内には多数の空胞が観察された。しかし，マウス由来 J774A1 細胞では空胞が観察さ
れなかった。次に，neutral red uptake 法により空胞形成を定量的に測定した。毒素が添加し
た鶏 HD11 細胞の空胞形成はコントロールと比べ有意に高かった。さらに，毒素による HD11 細胞
のサイトカイン産生誘導活性を調べた。毒素添加群では IL-1β，IL-8，TNF-αの産生が有意に
高く，炎症性免疫応答が誘導されたことが示唆された。これらの結果から，ブドウ球菌スーパー
抗原毒素は新たな生物活性：細胞空胞化作用を有することが初めて明らかとなった。 
 
(2) 次に，SEA を用い，鶏由来マクロファージに対する影響および空胞形成機序の解析を行った
結果，SEA は添加後直ちに細胞内に取り込まれ，初期エンドソームから小胞体へと移行すること
が明らかとなった。さらに，SEA が鶏のブドウ球菌感染症における病態形成に関与するか検討し
た。SEA の鶏の皮下または皮内接種により，皮膚組織の炎症を誘導し，偽好酸球の浸潤およびサ
イトカイン発現が上昇することが明らかとなった。SEs は鶏の黄色ブドウ球菌感染症における病
態形成へ関与することが示唆された。これらの結果から，SEs は鶏培養細胞株に取り込まれた後，
エンドソームから小胞体へ移行し空胞を形成する。また，in vivo において SEA は鶏の皮膚炎症
を惹起することが示された。今後，さらに SEs の細胞空胞化作用と感染症における病態形成との
関連性を解明することにより，鶏ブドウ球菌感染症の防御に新たな知見が期待される。 
 
(3) また，SEA は鶏マクロファージ由来細胞株 HD11 細胞に対し顕著な細胞増殖活性を有するこ
とが明らかとなった。質量分析により SEA と結合するタンパク質はピルビン酸キナーゼ（PK）で
ある可能性を示し，また，SEA 添加細胞では時間の経過とともに細胞質内の PK は有意に細胞核
内へと移行することが観察された。これらの結果から，SEA は PK と結合し，PKの核内移行を誘
起することで，細胞増殖を引き起こすと考えられる。さらに，SEs 病原性について in vivo で解
析した。鶏に SEA 接種後，偽好酸球およびリンパ球が多量に真皮，皮下組織に浸潤していること
が観察された。また，SEA 接種後 12および 24時間において好酸球と好塩基球が出現し，接種後
48 時間で形質細胞が出現した。SEA 接種によりメタクロマジー陽性細胞数が有意に減少し，肥満
細胞脱顆粒の誘起が示唆された。さらに，SEA 接種皮膚片において炎症性サイトカイン(TNF-α, 
IFN-γ, IL-6)とケモカイン(CXCLi2)の発現量が有意に上昇した。これらの結果から，SEA は鶏
皮膚組織に炎症反応およびアレルギー様反応を惹起することが示唆された。 
 
(4) さらに，ブドウ球菌食中毒による嘔吐発現における肥満細胞上の SEA 受容体を同定した。嘔
吐発現における肥満細胞上の SEA 受容体を同定その結果，グリコシダーゼ処理およびタンパク
質分解・除去により SEA と組織肥満細胞との結合が低下した。一方，脂質を除去した組織切片で
は SEA との結合には変化が見られなかった。これらの結果から，SEA と肥満細胞との結合にはタ
ンパク質と糖鎖が重要であることが示唆された。さらに，SEC の存在がブドウ球菌のマクロファ
ージ内での生存に影響するか検討した結果，SEC はスーパー抗原活性および嘔吐活性の他に細胞
内細菌の生存を増強させる新たな生物活性を有することが示唆された。これらの結果は本菌の
感染防御ワクチンの開発に応用できることを示唆された。 
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