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研究成果の概要（和文）：ブドウ球菌毒素 (SEA) とポリフェノールにおける相互作用および毒素活性抑制能の
作用機序を検討した。その結果、リンゴ由来プロアントシアニジン (AP) およびEGCGは、SEAの毒素活性発現部
位と相互作用することが示唆された。また、APおよびEGCGは、脾臓細胞においてSEAが誘導する細胞増殖および
IFN-γ産生を抑制した。さらに、SEAと相互作用するポリフェノール類は、バイオフィルム関連遺伝子の発現お
よびSEA遺伝子伝播を抑制した。今後は、SEAとポリフェノールの相互作用が毒素活性発現に及ぼす影響の詳細に
ついて明らかにするとともに、SEA遺伝子伝播のメカニズムについても検討する予定である。

研究成果の概要（英文）：The mechanism of interaction between staphylococcal enterotoxin A (SEA) and 
polyphenols and inhibitory effect on them SEA toxin activity was examined. As a result, apple 
proanthocyanidins (AP) and (－)-epigallocatechin gallate (EGCG) inhibited the binding affinity of 
the anti-peptide antibodies to SEA active sites. AP and EGCG inactivated the cell proliferation and 
IFN-γ production induced by SEA in spleen cells. In addition, some polyphenols inhibited the 
biofilm formation and biofilm-related gene (icaD) expression. These polyphenols inhibited SEA gene 
transfer from SEA producing strains to SEA non-producing strains. In further experiments, the 
influence of interaction between SEA and polyphenols on toxin activity expression, and inhibitory 
mechanisms on the SEA gene transfer will be clarified.

研究分野：食品衛生学、微生物学
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１．研究開始当初の背景 

黄色ブドウ球菌は、毒素型食中毒起因菌で
あるとともに、本菌が産生する菌体外分泌タ
ンパク質 (protein A; SpA) がケラチノサイト
を刺激して IL-18 を誘導し、アトピー性皮膚
炎 (AD) を発症させることが報告されてい
る (Terada et al., 2006)。毒素や SpA を産生す
る黄色ブドウ球菌を除去することは有効で
あるが、抗菌物質の使用は、常在細菌叢を乱
し、やがては耐性獲得を誘導するという問題
点があり、抗菌物質によらないブドウ球菌誘
発性食中毒および AD の制御法が求められて
いる。 

 

２．研究の目的 

これまでの研究で、黄色ブドウ球菌の産生
する毒素 (staphylococcal enterotoxin A; SEA) 

および SpA と植物食品由来のポリフェノー
ルが相互作用する可能性を見出した。その成
果を踏まえて、本研究では、黄色ブドウ球菌
誘発性食中毒および AD の制御法を開発する
ことを目的に、黄色ブドウ球菌の産生する
SEA と相互作用するポリフェノール類にお
ける毒素活性抑制効果および抗アレルギー
効果について検討することを目的とした。 

さらに、これまでの研究で、ある特定の 2

種の黄色ブドウ球菌株のコロニーが偶然接
触した際に、SEA 産生株が溶菌し、SEA 非産
生株に SEA 遺伝子が伝播するという知見を
見出している。また、いくつかのポリフェノ
ール類では、SEA 遺伝子の発現を抑制したこ
とから、本研究では、ポリフェノール類が
SEA 遺伝子の伝播を抑制するか検討した。さ
らに、SEA 遺伝子の水平伝播については未だ
にわずかな知見しか得られていないことか
ら、SEA 遺伝子伝播のメカニズムを解明する
ことを目的とした。 

 

３．研究の方法 

3-1. ポリフェノール類と SEA との相互作用 

市販の抗-SEA 抗体を用いた Western blot 法
を用いて、SEA に対するポリフェノール類の
相互作用を検討した。また、SEA 分子上のア
ミノ酸配列に従い、4 種の合成ペプチド (A-2、
A-3、A-6 および A-10) を合成し、これらに
対する抗ペプチド抗体 (抗-SEA ペプチド抗
体) を作製して、ポリフェノール類が嘔吐活
性およびスーパー抗原活性発現部位と相互
作用するか調べた。 

 

3-2. SEA 誘導性の IFN-測定による毒素活性
阻害能の検討 

SEA で刺激したマウス脾臓細胞の増殖お
よび誘導される IFN-産生に対する抑制効果 

(ELISA およびリアルタイム RT-PCR 法) を測
定し、ポリフェノール類による毒素活性阻害
能を検討した。 
 
3-3. 生体内モデル溶液中における SEA との
相互作用 

市販の抗-SEA 抗体を用いた Western blot 法
を用いて、アップルフェノン SH (AP; プロア
ントシアニジン (98.0±2.0%含有) アサヒフ
ードアンドヘルスケア株式会社 ) および
(−)-epigallocatechin gallate (EGCG) の SEA と
の相互作用に対する pH の影響 (pH4.0、6.0、
6.8 および 8.0) を調べた。また、生体内モデ
ル溶液中における SEA と EGCG の相互作用
について検討した。緩衝液 (pH2.4 または 4.0) 

に SEA (終濃度 5.0 µg/mL)、ペプシン (終濃度 

0.4%)、EGCG (終濃度 3 mM) を加え、37C

で 3 時間インキュベートした (胃内モデル混
合溶液)。インキュベート後の胃内モデル混合
溶液を pH6.0 に調整した後、パンクレアチン 

(終濃度 0.25%)、胆汁溶液 (終濃度 0.4%) を
添加し、37Cで24時間インキュベートした。
上清を市販の抗-SEA 抗体を用いた Western 

blot 法に供した。 

 

3-4. EGCG と SEA のドッキング解析 

EGCG は、SEA の毒素活性発現部位と結合
している可能性が示唆されたことから、ドッ
キングシミュレーションによる EGCG と
SEA のドッキング解析を行った。 

 
3-5. SEA 遺伝子伝播に対するポリフェノール
類の抑制効果 

SEA 産生株として Staphylococcus aureus 

No.29 (EMr、SEA+、溶菌株:ドナー)、SEA 非
産生株として S. aureus No.77 (KMr、SEA-、非
溶菌株: アクセプター) を供試菌株として用
い、抗菌活性を示さない濃度以下で全ての試
験 に 供 し た 。 カ テ キ ン 類 4 試 料 

((−)-epicatechin (EC) 、 (−)-epicatechin gallate 

(ECG)、(−)-epigallocatechin (EGC)、EGCG) お
よびそれらを主成分とする既存食品添加物 3

試料 (テアビゴ、ピュアフェノン 50W および
ポリフェノン) のバイオフィルム形成抑制能
およびバイオフィルム形成関連遺伝子 

(icaD) の発現抑制能について、クリスタルバ
イオレット染色法およびリアルタイム
RT-PCR 法を用いて検討した。さらに、SEA

遺伝子伝播に対する抑制能を Western blot 法
およびリアルタイム RT-PCR 法を用いて測定
した。 

 

3-6. SEA 産生株の溶菌および遺伝子伝播メカ
ニズムの解明 

SEA 産生株の溶菌メカニズムを明らかに
するために、リアルタイム RT-PCR を用いて
透析共培養 12 および 16 時間目の No.29 株の
自己溶菌関連遺伝子の発現量を測定した。ま
た、SEA 遺伝子伝播の解明に向け、次世代シ
ーケンサーを用いて、既知の黄色ブドウ球菌 

(S. aureus NCTC 8325; accession number 

NC_007795) の参照ゲノム塩基配列をもとに、
No.29 株、No.77 株および No.77-L22 株のゲノ
ムリシーケンシングを行い、変異 (一塩基多
形: SNP) 解析および SEA 遺伝子の挿入位置
解析を行った。 



４．研究成果 
4-1. ポリフェノール類と SEA との相互作用 

市販の抗-SEA 抗体を用いた Western blot 法
を用いて、SEA に対するポリフェノール類の
相互作用を検討した結果、AP およびカテキ
ン類において、SEA と相互作用することが示
唆された。そこで、相互作用の強かった AP

および EGCG を以下の試験に供した。4 種の
抗-SEA ペプチド抗体を用いて、AP および
EGCG が毒素活性発現部位と相互作用するか
調べた。その結果、AP および EGCG はいず
れも、A-6 (アミノ酸配列 81-100) との相互作
用が認められ、また、EGCG においては、A-2

および A-3 (アミノ酸配列 21-50) においても
相互作用することが示唆された (Fig. 1)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4-2. SEA と相互作用するポリフェノール類に
おける毒素活性阻害能の検討 

AP および EGCG は、SEA が誘発するマウ
ス脾臓細胞の増殖および IFN-産生を有意に
抑制した (Fig. 2)。SEs の嘔吐活性とスーパー
抗原活性には関連性があることが報告され
ており、AP および EGCG は、スーパー抗原
活性だけでなく、嘔吐活性抑制能も有する可
能性が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4-3. 生体内モデル溶液中における SEA との
相互作用 

AP および EGCG の SEA との相互作用に対
する pH の影響 (pH4.0、6.0、6.8 および 8.0) を
調べたところ、AP は、全ての pH 条件下で
SEA との相互作用を維持していたが、pH8.0

では、相互作用が若干低下する傾向が認めら
れた。一方、EGCG は、全ての pH 条件下で
SEA との相互作用を維持していた (Fig. 3 (A), 

(B))。さらに、人工の胃腸管の消化液モデル
溶液中での APおよび EGCGと SEAの相互作
用について検討を行った。その結果、生体内
における SEA と AP の相互作用は、可逆性を
示す傾向が認められた。一方、EGCG におい
ては、SEA の標的受容体が存在する腸管モデ
ル溶液中においても、その相互作用を維持で
きることが示唆され (Fig. 3 (C))、APと EGCG

では胃腸管内における SEA との相互作用の
メカニズムが異なる可能性が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3: (A) リン酸緩衝生理食塩水 (pH 7.4) 中に

おける SEAと EGCGの相互作用, (B) 各

種 pH中における SEAと EGCGの相互作

用, (C) 生体内モデル溶液中における SEA

と EGCGの相互作用 

 

4-4. EGCG と SEA のドッキング解析 

EGCG およびそのメチル化体であるメチル
化カテキン (EGCG3”Me、EGCG4”Me) を用
いて、SEA との結合親和性について検討した
ところ、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おり、EGCG が SEA の
毒素活性発現部位と結合している可能性が
示唆された。そこで、ドッキングシミュレー
ションによる EGCG と SEA のドッキング解
析を行った。その結果、A-2、A-3 および A-6

領域のアミノ酸が EGCG と相互作用してお
り、特に、SEA の Y91 と EGCG の 3''位の水
酸基が水素結合を形成する結果が得られた 

(Fig. 4)。したがって、EGCG の 3''位の水酸基
にメチル基を導入した EGCG3”Me では、水
素結合が無くなり、相互作用が弱くなること
が推察された。 MHC クラス II 分子の
HLA-DR1サブユニットのK39アミノ酸残基
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Fig. 1: SEA の毒素活性発現部位とポリフェノー

ルの相互作用 
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が SEA の Y92 および Y108 と 2 カ所で水素結
合を形成することが報告されている (Krupka 

et al., 2002) ことから、SEA の Y91 と EGCG

が結合することで、SEA と HLA-DR1サブユ
ニットとの結合を阻害できる可能性が示唆
された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

4-5. SEA 遺伝子伝播に対するポリフェノール
類の抑制効果 

茶カテキン類 4 試料およびそれらを主成分
とする既存食品添加物 3 試料のバイオフィル
ム形成およびバイオフィルム形成関連遺伝
子 (icaD) 発現の抑制能について調べたとこ
ろ、いずれの試料もバイオフィルムの形成お
よびバイオフィルム形成関連遺伝子の発現
を抑制した (Fig. 5)。また、いずれの試料も
SEA 産生および SEA 遺伝子発現を抑制した。
抗菌活性を示さない低濃度 (3 mM) の茶カ
テキン類に、黄色ブドウ球菌の毒素遺伝子伝
播およびバイオフィルム形成の抑制効果が
認められたことから、毒素型食中毒防止策と
して茶カテキン類が利用できる可能性が示
唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4-6. SEA 産生株の溶菌メカニズムの解明 

リアルタイム RT-PCR を用いて、透析共培
養中 (Fig. 6) の SEA 産生株 (No.29 株) の自

己溶菌関連遺伝子の発現量を測定したとこ
ろ、共培養 12 時間後では、endolysin である
lytM、atl および holin-like protein である lrgA

の発現量が有意に増加した (Fig. 7)。これら
の結果より、No.77 株の菌体外産生物質によ
り、No.29 株の endolysin および holin が活性
化され、自己溶菌が誘発されていることが示
唆された。参照ゲノム配列に対するマッピン
グにより、No.29 株 (SEA 遺伝子ドナー株)、
No.77 株 (SEA 遺伝子アクセプター株) およ
び No.77-L22 株 (SEA 遺伝子伝播株) の SNP

解析を行ったところ、No.29 株と No.77 株で
SNP の分布パターンは異なっており、No.29

株由来のSEAファージがNo.77株に導入され
たことにより、1,103 個の SNP が追加された
ことが明らかになった。また、No.77-L22 株
の SEA 遺伝子の挿入位置は、2,037,774 塩基
から 2,038,315 塩基の間であった。 

今後、SEA とポリフェノール類の相互作用
メカニズムおよび SEA 遺伝子伝播に関わる
遺伝子群を同定し、SEA 遺伝子伝播機序を明
らかにすることで毒素型食中毒および AD の
有効な予防・治療法の開発が期待される。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 4: EGCGと SEAのドッキング解析 
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Tukey-Kramer test, p<0.05 (異なるアルファベット間で有
意差あり), * p<0.05 vs Control 
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Fig. 7: 自己溶菌関連遺伝子の発現量の測定 

sle1; N-acetylmuramyl-l-alanine amidase, lytM; peptidoglycan 

hydrolase, lrgB; antiholin-like protein (negative regulator of 

autolysis), atl; N-acetylmuramyl-l-alanine amidase and 

endo--N-acetylglucosaminidase, lrgA; holin-like protein. 

* p<0.05 vs Control 
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