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研究成果の概要（和文）：　本研究では、黄色ブドウ球菌の病原因子発現に対する化学物質の影響およびヒトケ
ラチノサイトの炎症関連遺伝子発現に対する化学物質とブドウ球菌毒素 (SEA) の複合暴露の影響について検討
した。その結果、in vitro皮膚モデルおよびBHI培地において、黄色ブドウ球菌の増殖および病原因子発現を変
動させる化学物質を明らかにした。さらに、SEAは、ヒト表皮角化細胞の炎症関連遺伝子の発現量を亢進させる
ことを見出した。単独ではヒトに対して毒性が低い化学物質においても、SEAとの複合暴露により炎症が惹起さ
れる可能性がある。今後、これら両因子の複合暴露による炎症等毒性発現メカニズムを明らかにする必要があ
る。

研究成果の概要（英文）：Variations of toxicity of combined exposure to chemicals and pathogenic 
bacteria such as Staphylococcus aureus present in the food environment were evaluated. The 
expression of virulence factors of Staphylococcus aureus in a skin model, BHI medium, and HaCaT 
cells was analyzed by adding chemicals such as cosmetic materials. Addition of chemicals increased 
Staphylococcus aureus toxin (SEA) expression in skin models and in BHI medium. Combined exposure of 
HaCaT cells to SEA, phenoxyethanol, and other chemicals increased the expression of 
inflammation-related genes. This study revealed that the combined exposure of Staphylococcus aureus 
and chemicals enhances toxicity such as inflammation. These results indicate that even chemicals 
with low toxicity may induce inflammation upon combined exposure with SEA, and the mechanism of 
toxicity induced by combined exposure to these two factors needs to be clarified in the future.

研究分野：食品衛生学

キーワード： 化学物質　病原性細菌　黄色ブドウ球菌　SEA　炎症　複合暴露

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
化学物質および細菌性毒素を原因とする様々な疾患が存在するが、化学物質が黄色ブドウ球菌などのヒト常在菌
を介して宿主にどのように影響するのかは明らかになっていない。本研究の成果より、病原性細菌による感染時
に化学物質に暴露された結果として、単独暴露とは異なる毒性や免疫応答を誘導する可能性があることが示唆さ
れた。本研究の成果および今後の更なる研究により、SEAとの複合暴露が皮膚における炎症誘導に及ぼす影響に
ついて明らかにすることで、新たなリスク評価およびSEAが誘導する各種疾病を予防するための新たな戦略構築
が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
ヒトの皮膚や鼻腔に常在する病原性細菌である黄色ブドウ球菌 (Staphylococcus aureus) は、
毒素 (staphylococcal enterotoxin A; SEA) などの病原因子を菌体外に放出し、ヒト (宿主) 
に炎症応答を誘導し、様々な疾病を引き起こすことが知られている (Gurung et al., PloS one, 
6(11): e27958, 2011)。また、食環境中には、多種多様の化学物質が存在しており、これらの中
には免疫応答や遺伝毒性を示すものもあり、さらに発がんを誘導することが知られている。この
ように、食環境中には、病原性細菌と化学物質の両者が存在することから、これらに対する免疫
反応が単独時とは異なり、その毒性が相乗的に増加することが考えられる。 
申請者は、基盤研究 (C) (2017-2019 年度) において、食品中化学物質が黄色ブドウ球菌の
SEA 産生能や病原因子の発現を上昇させることを見出している。しかし、化学物質が黄色ブドウ
球菌の病原性を増強させる作用機序および化学物質により影響を受けた黄色ブドウ球菌がヒト
の免疫システムに及ぼす影響については明らかになっていない。また、化学物質が病原性細菌に
よる感染症の発症リスクを増大させ、その結果としてヒト (宿主) に炎症応答を誘導し、様々
な疾病を引き起こす可能性が考えられる。 
 
２．研究の目的 
これまでに、病原性細菌および化学物質の個々の生体影響については報告されているが、両者
の生体影響を総合的に評価した報告はない。そこで、本研究では、常在菌である黄色ブドウ球菌
に対する化学物質の作用の解明を目的に、化学物質が本菌の増殖および病原因子の発現に及ぼ
す影響について解析した。また、化学物質暴露後の黄色ブドウ球菌およびその病原因子が宿主の
免疫システムに及ぼす影響について明らかにするために、ヒトケラチノサイトの炎症関連遺伝
子発現に対する SEA と化学物質の複合暴露の影響について検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) 化学物質および供試菌株 
 化学物質として、主に保湿剤として用いられる、流動パラフィン、スクワラン、ミリスチン酸
イソプロピル、トリエチルヘキサノイン、ジメチコン、マカデミアナッツ油、グリセリン、PEG-
8、BG およびペンチレングリコール、防腐剤として用いられるメチルパラベン、フェノキシエタ
ノールおよび酸化亜鉛、乳化剤として用いられるポリソルベート 80、PEG-60 水添ヒマシ油およ
びミリストイルメチルタウリン Naの 16 種類を試験に供した。供試菌株として、S. aureus C-
29 (SEA 産生、ヒト分離株、以下、S. aureus) を用いた。 
 
(2) S. aureus の増殖および病原因子発現に対する化学物質の影響 
培地と皮膚では、化学物質に暴露された際の S. aureus 病原因子発現パターンが異なること
が予想されることから、in vitro 皮膚モデル (以下、皮膚モデル) の構築を試みた。角質成分
であるケラチンをベースに人工汗液、人工指脂液、グルコースおよびスクワレンを添加した皮膚
モデルを構築し、この皮膚モデルおよび Brain-Heart Infusion (BHI) 培地における S. aureus
の増殖および病原因子 (sea、RNAIII (クオラムセンシング制御遺伝子)、icaA (バイオフィルム
形成関連遺伝子) および hlb (溶血毒素関連遺伝子)) の発現に及ぼす影響について、平板希釈
法および Real-time RT-PCR を用いて解析した。 
 
(3) ヒトケラチノサイトの炎症関連遺伝子発現に対する SEA と化学物質の複合暴露の影響 
ヒト表皮角化細胞 (HaCaT 細胞) における炎症関連遺伝子 (IL-8、IL-1、NF-B1 および NF-

B2) の発現に対する SEA と化学物質の複合暴露の影響について Real-time RT-PCR を用いて解
析した。 
 
４．研究成果 
(1) S. aureus の増殖および病原因子発現に対する化学物質の影響 
皮膚モデルでは、保湿剤である流動パラフィン、マカデミアナッツ油、PEG-8、BG および防腐
剤であるメチルパラベンを添加した群で菌数が増加する傾向が認められた。また、皮膚モデルに
保湿剤であるスクワラン、トリエチルヘキサノイン、ジメチコン、ペンチレングリコールおよび
防腐剤である酸化亜鉛を添加した群では、菌数が有意に減少した。一方、BHI 培地では、保湿剤
である流動パラフィン、スクワラン、ジメチコンおよびマカデミアナッツ油で菌数が有意に増加
した (Fig. 5 (B))。また、BHI 培地にミリスチン酸イソプロピル、トリエチルヘキサノイン、
グリセリン、PEG-8、1,3-ブチレングリコールおよびペンチレングリコールおよび防腐剤である
メチルパラベン、フェノキシエタノールおよび酸化亜鉛を添加した群では、菌数が有意に減少し
た。また、S. aureus の増殖に対する各種乳化剤の影響について調べたところ、皮膚モデルおよ
び BHI 培地のいずれにおいても試験に供した全ての乳化剤 (ポリソルベート 80、PEG-60 水添ヒ
マシ油およびミリストイルメチルタウリン Na) において、菌数が有意に減少した。これらの結



果より、皮膚モデルと BHI 培地では、化学物質に対する S. aureus の感受性が大きく異なること
が示唆された (図 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1: S. aureus の増殖に対する化学物質の影響 
化学物質を添加していない Control 群を 1とした相対値で示した。誤差範囲は標準偏差を
示す。LP: 流動パラフィン、IPM: ミリスチン酸イソプロピル、TIO: トリエチルヘキサノ
イン、DM: ジメチコン、MO: マカデミアナッツ油、BG: 1,3-ブチレングリコール、PG: ペ
ンチレングリコール、MP: メチルパラベン、PE: フェノキシエタノール、ZnO: 酸化亜鉛、
Tween-80: ポリソルベート 80、HCO-60: 80 PEG-60 水添ヒマシ油、SMMT: ミリストイルメ
チルタウリン Na。*p < 0.05 vs Control (n=3) 

 
(2) S. aureus の病原因子発現に対する化学物質の影響 
S. aureus の sea 発現量に及ぼす化学物質の影響について調べたところ、皮膚モデルで発現量
が有意に増加した。さらに、S. aureus の病原因子 (RNAIII、icaA および hlb) 発現量に及ぼす
化学物質の影響について調べたところ、6種の保湿剤、1種の防腐剤および 2種の乳化剤におい
て、いずれの発現量も BHI 培地と比較して皮膚モデルで高値を示した (図 2)。これらの結果よ
り、皮膚モデルと BHI 培地では、S. aureus の病原因子発現への化学物質の影響に差異があるこ
とが示唆された。 
S. aureus の増殖と病原因子発現量との関連性について検討したところ、BHI 培地では、菌数
と病原因子発現量に負の相関が認められたが、皮膚モデルでは、相関が認められなかった (図
3)。皮膚モデルでは、病原因子発現が増殖に左右されなかったことから、両者の発現制御機構が
異なる可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2: 化学物質が誘導する S. aureus の病原因子発現におけるヒートマップ 
BHI 培地および皮膚モデルにおいて、化粧品素材を添加していないコントロールと比較し
て、有意に発現上昇または発現低下した遺伝子をそれぞれ赤および青で示した。 
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図 3: S. aureus の増殖と病原因子発現量との関連性 
 
(3) ヒトケラチノサイトの炎症関連遺伝子発現に対する SEA と化学物質の複合暴露の影響 
HaCaT 細胞の炎症関連遺伝子の発現に対する SEA の影響について検討したところ、SEA の暴露
により、IL-8、IL-1、NF-B1 および NF-B2 の発現量が有意に増加した。さらに、HaCaT 細胞に
SEA と化学物質を複合暴露したところ、SEA 単独暴露と比較して、フェノキシエタノールおよび
酸化亜鉛の添加により IL-8 および IL-1、また、酸化亜鉛およびミリストイルメチルタウリン
Na の添加により NF-B1 の発現量が有意に増加した (図 4)。同じ用途で用いられる化学物質で
あっても、SEA との複合暴露により誘導される炎症関連遺伝子の発現パターンは異なることが示
唆された。 
本研究では、in vitro 皮膚モデルを構築し、S. aureus の増殖および病原因子発現を変動させ
る化学物質を明らかにした。さらに、化学物質と SEA の複合暴露は、表皮角化細胞の炎症関連遺
伝子の発現量を亢進させることを見出した。今後の更なる研究により、SEA と化学物質の複合暴
露が皮膚における炎症誘導に及ぼす影響について明らかにすることで、化学物質の新たなリス
ク評価および SEA が誘導する各種疾病を予防するための新たな戦略の構築が期待される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4: HaCaT 細胞における SEA 誘導性炎症関連遺伝子の発現に対する化学物質の影響 
遺伝子発現量は、DPBS を添加した Control 群を 1とした相対値で示した。誤差範囲は標準
誤差を示す。* p < 0.05 vs Control without SEA (n=3)、# p < 0.05 vs Control with 
SEA (n=3) 
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