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研究成果の概要（和文）：川崎病診断基準を満たして入院した患児から、入院時に咽頭ぬぐい液を採取して、液体培地
を用いてovernightで増菌培養し、Kitを用いて全DNAを抽出し、5つのスーパー抗原遺伝子(SPE-A, SPE-C, SPE-G, SPE-
J, TSST-1)断片をPCRで検討した。3年間で34例検討した。3例からSPE-G、4例からSPE-A、8例からSPE-Jの遺伝子断片が
検出された。この内、1例(ID=10)の菌からSPE-GとSPE-Jの2種のDNA断片が検出された。数回の培養を反復しても陽性で
あった2例(ID=10, ID=25)については菌種同定のための実験を継続中である。

研究成果の概要（英文）：In order to investigate whether superantigens (SAgs) are involved in the 
development of Kawasaki Disease (KD) by examining SAg genes in patients with KD, throat specimens were 
obtained from a total of 34 KD patients who fulfilled diagnostic criteria on admission. These samples 
were cultured with liquid culture solution of Brain-Heart Infusion Broth under 37℃ during overnight. 
Total DNA was extracted from these cultured bacterial solution. Using polymerase chain reaction, we 
examined the genes of five SAgs: streptococcal pyrogenic exotoxin-A (SPE-A), SPE-C, SPE-G, SPE-J, and 
Toxic Shock Syndrome Toxin-1. SPE-G, SPE-A, and SPE-J genes were detected in 3, 4, 8 specimens from KD 
patients. Two SAg genes of SPE-G and SPE-J were detected in one patients of KD. Now, we continue the 
examines for the identification of bacterial species of bacteria keeping SAg genes.

研究分野：小児循環器病、川崎病
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１．研究開始当初の背景 
 川崎病の病因論に関する最近の国内・国外
の研究動向は、大きく分けて２つに分類され
る。一つは、ウイルスや細菌そのものが原因
とする conventional antigen 説であり、もう
一方は細菌などが産生するスーパー抗原
(SAg)説である。前者の代表的論文は、Rowley 
AH らの  new RNA ウイルス説(J Infect 
Dis, 203(7):1021-1030, 2011)であり、後者の
論文の一つは申請者らが報告した論文であ
る(J Pediatr 2009;155:266-270)。 
 Conventional antigen 説は、40 年以上の
研究の歴史の中で数多く提唱されてきたが、
一定の病原体が患児から検出できなかった
経緯がある。一方、SAg 説では末梢血から分
離される T 細胞レセプター(TCR)のレパー
トリー分析結果が報告者によって異なるこ
とから病因として確定するに至っていない。 
２．研究の目的 
  川崎病は疫学上、地域・時間集積性を認め
感染性因子の関与が強く疑われてきたが、 
病原性を有する一定の感染性因子を分離で
きず、今なお原因不明である。我々は、川崎
病急性期患児の便中 DNA から、本来、
S.pyogenes(GAS)が保有するスーパー抗原
(SAg)遺伝子を有意に多く検出することを明
らかにした(J Pediatr 2009;155:266-270)。今
回、この新たな知見に基づいて、口腔・咽頭
に存在し、病因に関与する菌として想定され
てこなかった常在菌(主にレンサ球菌)にGAS 
の SAg 遺伝子が tranfer されている可能性
を想定し、その SAg と細菌種を同定するこ
とが目的である。 
３．研究の方法 
【1】患児から口腔・咽頭培養検体及び臨床
データの収集 
●対象患児： 
① 川崎病診断基準を満たして入院した患児 
② 同時期、同年齢のコントロールとして、
ワクチン接種時の健康小児や急性熱性疾患
児(各 5-10 例)。熱性疾患では、咽頭の溶連
菌迅速反応(ストレップ反応)陽性例や咽頭
から溶連菌が分離されたいわゆる溶連菌感
染症は除外する。アデノウイルスなどのウイ
ルス感染症も対象とする。 
●臨床データ収集：以下の臨床データを収集
する。(1)発症年齢・性別 (2)急性期主要症
状(3)γグロブリン治療への反応 (4)冠動脈
病変の有無(5)健康小児の年齢・性別 (6)熱
性コントロール疾患の診断・年齢・性別 
●検体収集： 対象となる小児の口腔・咽頭
ぬぐい液を採取する。 
【2】口腔・咽頭ぬぐい液の培養と得られた
培養液から細菌 DNA の抽出 
● 得られた口腔・咽頭ぬぐい液を液体培地
(Brain-Heart infusion, Trypticase-Soy 
Broth etc)で嫌気・好気培養で増菌を行う。 
● 上記で得られた口腔・咽頭培養液から、
DNA Mini Kit (QIAGEN)を用いて全 DNA を抽
出し、PCR 使用時まで-20℃で保存する。 

【3】PCR による SAg 遺伝子の増幅 
【2】 から得られた細菌由来の DNA を用いて
以下の SAg 遺伝子について検討する。 
① 検討する SAg は、申請者らがすでに便中
の SAg 遺伝子で検討した GAS 由来の
SPEA,SPE-C, SPE-G, SPE-J を含めて 11 の種
類の GAS 由来の SAg である。それぞれの SAg
の特異プライマーを設定し、それらを mix し
て、一度の遺伝子増幅で検討する(J Pediatr 
2009;155:266-270, Pol J Microbiol 2011; 
60(3):187-201)。 
② 陽性コントロールは、SPE-A, G, J は理化
研の JCM No.5674(St.pyogenes)、SPE-C は
ATCC No.700294(St.pyogenes)から DNA を採
取して用いる。 
【4】細菌の菌種同定: 
●【3】で SAg 遺伝子が増幅された場合に、
増菌された液体培地中のその SAg 遺伝子を 
もつ細菌が含まれると予測される。これを分
離同定するために、各種寒天培地(選 
択培地も含む)に液体培地の菌を散布し培養
する。得られたコロニーの 1つ１つの 
DNA を簡易法で抽出し、【3】で陽性となった
SAg 遺伝子の有無を PCR で確認する。 
● 上記で陽性となった細菌の菌種を同定す
るために、コロニーから得られた DNA を 
用いて 16S rRNA 遺伝子のシークエンス解析
を行って菌種を最終的に同定する。 
**【予期される問題点に対する配慮、問題が
生じた時の対応策】目的とする SAg 遺伝子は
プロファージの形で細菌染色体中に組み込
まれている可能性が高いので、目的とする遺
伝子をより確実に増幅する目的で、増菌中
(log phase)にマイトマイシンを添加するこ
とを考慮している。 
４．研究成果 
初年度から川崎病診断基準を満たして当
院に入院した川崎病患児 34 例から、入院時
時に咽頭ぬぐい液を採取して、液体培地
(Brain-Heart Infusion Broth) を 用 い て
overnight で増菌培養し、DNA Mini Kit 
(QIAGEN)を用いて全 DNA を抽出し、5 つのス
ーパー抗原遺伝子(SPE-A, SPE-C, SPE-G, 
SPE-J, TSST-1)断片について PCR で検討した。 
当初は検出率が低かったが、PCR の条件を
変更することによってスーパー抗原遺伝子
断片の検出率が改善された。その結果、3 例
から SPE-G、4 例から SPE-A、8 例から SPE-J
の遺伝子断片が検出された。この内、1 例
(ID=10)の咽頭ぬぐい液から培養した菌から
SPE-G と SPE-J の 2 種の DNA 断片が検出され
た。さらに、得られた咽頭培養液を-80°に
保存したが、数回の培養を反復しても DNA 断
片が陽性であった 2例(ID=10, ID=25)につい
ては菌種同定のための実験を継続中である。
さらに、患児から得られた液体培地中の細菌
をマイトマイシンを用いて再度増菌培養し
て phage を誘導し、SPE-G、Jを保有する Phage
が得られるかどうかも検討中である。 
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